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KIVONAT

A taldlmény targya eljaras meghatarozott szekvenciak- 161t helyet ezutin besugarozzak, és hozzakotik a maso-
nak valamely hordozé adott helyén torténd elGallitasa- dik anyagot. A hordoz6 szelektiv besugarzasaval és kii-
ra. A hordoz6 meghatarozott helyeit szelektiven besuga- 16nb6z6 anyagok alkalmazasaval valtozatos szekvencia
rozva a kotésre alkalmas anyagot aktivaljak. A hordozo- alakithato ki.

hoz ezutan hozzakotik az els6 anyagot. A masodik kije-
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A talalmany anyagoknak adott helyzetben torténd szin-
tézisére és elhelyezésére vonatkozik. A talalmany tar-
gya kozelebbr6l egyrészt eljards és ehhez kapcsolodo
késziilék kiilonboz6 kémiai szekvencidknak valamely
hordoz¢ feliletének meghatarozott helyein torténd eld-
allitasara. A taldlmény alkalmazhat6 példaul peptidek
vagy oligonukleatidok elBallitasara, elsdsorban a biolo-
giai aktivitds vizsgalatara alkalmas kiilonboz6 kémiai
anyagok el6allitasara.

A biologiai rendszerek tanulmanyozasanak alapvet
felismerése, hogy egy molekula szerkezete dsszefiigg
annak aktivitdsaval. A szerkezet/aktivitas Gsszefiiggés
fontos szerepet jatszik példaul az enzimek funkcidja-
nak, sejtek egymds kozotti kommunikacidjanak, vala-
mint a cellularis szabalyozas és visszacsatolasi rendszer
megeértésében.

Egyes makromolekuldkrél ismert, hogy kolcsonha-
tasba lépnek és hozzakotddnek olyan molekulikhoz,
amelyek nagyon specifikus hiromdimenzionalis térbeli
¢és elektroneloszlassal rendelkeznek. A fenti tulajdon-
sdggal rendelkezé minden nagy kiterjedésii molekula re-
ceptornak tekinthet6, fiiggetleniil attdl, hogy az egy en-
zim, amely egy metabolit intermedier hidrolizisét katali-
zélja, vagy egy sejtfeliileti fehérje, amely ionok memb-
réntranszportjat kdzvetiti, vagy egy glikoprotein, amely
a szomszédsagaban 1évd kiilonleges sejt azonositasara
szolgal, vagy a plazméban keringd IgG tipust antitest,
vagy a magban 1évé DNS oligonukleotidszekvenciaja.
A receptorok altal szelektiven megkotott kiilonbozé mo-
lekulakat ligandumnak hivjak.

Kiilonb6z6 vizsgalatok léteznek az ismert recepto-
rok és ligandumok kozotti kétési affinitas mérésére, de
a szolgaltatott informécidt gyakran korlatozza a hozza-
férhetd ligandumok szama és tipusa. Id6nként 4j ligan-
dumokat taldlnak, példdul a molekulaszerkezet felderi-
tésére szolgdlé Uj technikékkal, igy a rontgensugar-
krisztallografias analizissel, és a fehérjékre kifejlesztett
rekombindns géntechnologiadval.

A kisméretii peptidek el6nydsen alkalmazhatok a
biologidban a szerkezet és a funkcid kozotti dsszefiggés
felderitésére. A peptid egy aminosavszekvencia. Ha egy
polimer molekuldban a 20 darab esszencialis aminosav
kapcsolodik ssze, akkor haromdimenzionalis konfigu-
racidk széles variacioja képzadik, amelyek mindegyike
egy adott aminosavszekvenciabdl és old6dasi korilmé-
nyekbdl szirmazik. A 20 esszencialis aminosavbol kiala-
kitott pentapeptidek lehetséges szama példaul 205, vagy-
is 3,2 millio kiilonboz6 peptid. Annak a valdszinliségét,
hogy az ilyen méretd molekulak felhasznalhatok a recep-
torkotési helyek tanulméanyozasaban, az epitopanalizis-
vizsgalatok timasztjak ala, amelyek kimutatjak, hogy bi-
zonyos antitestek nagy specifikussaggal ismemek fel
olyan révid szekvencidkat, amelyek csupan néhany ami-
nosavbol allnak. Emellett, az aminosavak atlagos
moltdmege alapjan a kisméretd peptidek a leggyakrab-
ban alkalmazott gyogyszerhatoanyagok mérettartoma-
nyaba esnek.

A gyogyszerhatGanyagok kifejlesztése a kutatasnak
ahhoz a teriiletéhez tartozik, amely kapcsolodik a szer-
kezet/aktivitas Osszefiiggés tanulmanyozasahoz. A je-
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lenlegi gyogyszerkutatas a legtobb esetben olyan \j
ligandumok felfedezésének tekinthetd, amelyek a biolo-
giailag fontos receptorokhoz megfeleld specifikussag-
gal kotédnek. Tovabbi példaként a mezGgazdasigban
alkalmazhat6 0j vegyiiletek, igy peszticidek és herbici-
dek kidolgozasa emlithetd.

Egy adott ligandum raciondlis el6allitisara alkal-
mas eljaras kidolgozasa néha bonyolult és koltséges.
A kiilénb6z8 polimerek nagy tételben torténd el6allita-
sdra korabban alkalmazott eljarasok kinosan lelassul-
nak, ha hatékony rendszeres vagy véletlenszerii vizsga-
lathoz sziikséges mennyiséget kell eldallitani. igy pél-
daul, a Merrifield-modszert [J. Am. Chem. Soc. 85,
2149-2154 (1963)] peptidek szilard hordozdn t6rténd
elGallitasara alkalmazzédk. A Merrifield-modszerben
egy aminosavat kovalens kotéssel valamely oldhatatlan
polimerbd! kialakitott hordozbanyagra kotnek. A kdvet-
kezd, a-védéesoporttal ellatott aminosavat a kovalens
kotéssel rogzitett aminosavval reagéltatva dipeptidet
alakitanak ki. Mosas utdn a véddcsoportot eltavolitjak,
¢és egy harmadik, szintén a-véddécsoporttal ellatott ami-
nosavat adnak a dipeptidhez. Ezt a folyamatot a kivant
hossziisagu és szekvenciju peptid el6allitasaig folytat-
jak. A Merrifield-modszerrel naponta csak egy marok-
nyi peptidszekvenciét lehet gazdasagosan elGallitani.

Polimer szekvenciak nagy tételben torténd eléallita-
sahoz javasoltak tobb polimerszintetizald reaktor egyiit-
tes felhasznalasat. fgy példaul, egy csé alaku reaktor-
rendszer alkalmazhato linearis polimemek szilard fazi-
st hordozon torténd elballitdsara a reagensek automati-
kus hozzaadasaval. Ez a megoldas sem teszi azonban le-
het6vé nagy mennyiségil polimer szekvenciadk megfele-
16en gazdasagos eldallitasat.

Polimer szekvenciadk nagy tételben torténd el6allita-
sara ismert tovabba egy olyan modszer, amelyben egy
perforalt tartbedényben ismert mennyiség reagens van
elhelyezve, amelyek mérete nagyobb, mint a tartéedény
perforacidja. A tartbedényt szelektiven reagaltatjak a ki-
vant anyagokkal, és igy szintetizaljak a kivant szekven-
ciat. A tobbi ismert eljdrdshoz hasonldan, ez a megol-
das sem biztositja a polipeptidek hatékony vizsgélata-
hoz sziikséges mennyiség gyakorlati elGallitasat.

A fentieken kiviil mas megoldasokat is leirtak. Ilyen
példaul, amelynek sordn a peptidet 96 darab miianyag
tlin szintetizaljak, amely a standard mikrotitralélemez ki-
alakitasahoz illeszkedik. Bar ezek a technikék bizonyos
mértékben alkalmazhatok, lényeges hatranyokkal is jar-
nak. Az egyik ilyen hatrany, hogy tovabbra is korlatoz-
va van a szekvencidknak az a valtozatossiga, amely gaz-
dasagosan el6allithaté és vizsgalhato.

A fentiekbdl lathatd, hogy sziikség van olyan 1j elja-
ras és készillék kidolgozésara, amely lehetdvé teszi kii-
16nb6z6 kémiai szekvencidk adott helyzetben torténd
elBallitasat.

Az US 4.562.157 szamu irat biokémiai ligandumot
tartalmaz6 diagnosztikai eszk6zt ismertet, amelyben bio-
kémiai anyagok kapcsolddnak egy szenzor feliletéhez.
Ennek kialakitasahoz a biokémiai anyagot, igy antitestet
vagy antigént a feliilet egy meghatrozott szakaszdhoz
kell kapcsolni. Ehhez a feliilethez kovalens kotéssel foto-
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kémiai Gton aktivalhato funkcids csoportot kotnek, amit
a feliilet meghatérozott szakaszaira kiterjed6 besugarzas-
sal aktivalnak, ¢és az aktivalt funkciés csoportot a bioké-
miai anyaggal reagaltatjék.

Ebben a megoldasban tehat a kész biokémiai anya-
got kotik meg egy hordozo feliiletének meghatarozott
szakaszan, ahol a biokémiai anyag altalaban valamely
polipeptid. A sz6ban forgo polipeptid elGallitdsaval nem
foglalkozik.

A talalmany tirgya javitott eljards és berendezés
nagyszamu kiilonféle polipeptid aminosavakbdl, vala-
mint oligonukleotid nukleotidokbol 1épésenkénti szinté-
zissel torténd eldallitisdra és azonositdsara egy hordo-
z6 meghatarozott részfeliiletein oly modon, hogy az
alabbi lépéseket hajtjuk végre:

a hordoz6 egyik, fénysugarzassal eltavolithat6 védé-
csoportokkal védett funkcids csoportokkal ellatott fe-
lilletének egy els6 meghatirozott részfeliiletét besuga-
rozva eltavolitjuk a védGcsoportokat;

a feliiletet egy elsG aminosavval vagy nukleotiddal
érintkeztetve az aminosavat vagy nukleotidot az elsd
meghatarozott részfeliilleten talathaté funkcids csopor-
tokhoz kapcsoljuk, ahol az aminosav vagy nukleotid
fénysugdrzassal eltavolithaté védGcsoporttal védett funk-
cios csoporttal rendelkezik;

a hordoz6 egyik feliiletének egy mdsodik meghataro-
zott részfeliiletét besugarozva eltavolitjuk a véd6csopor-
tokat, ahol a masodik meghatarozott részfeliilet az els6
meghatérozott részfeliilettel azonos vagy attol eltérs;

a feliiletet egy masodik aminosavval vagy nukleotid-
dal érintkeztetve az aminosavat vagy nukleotidot a méso-
dik meghatérozott részfeliileten taldlhatdé funkcids cso-
portokhoz kapcsoljuk, ahol a mésodik aminosav vagy
nukleotid az els§ aminosavval vagy nukleotiddal azonos
vagy attol eltérd, és fénysugarzassal eltavolithatdé védo-
csoporttal védett funkcids csoporttal rendelkezik;

majd tovabbi besugarzasi és aminosavval vagy nuk-
leotiddal torténd érintkeztetési €s kapcsolasi 1épéseket
végziink a kivant nagyszamu kiilonféle polipeptid vagy
oligonukleotid kialakitasdig, melynek soran az elsé
meghatdrozott részfeliilet és a masodik meghatirozott
részfeliilet koziil legalabb egyet és legalabb részben be-
sugarzunk a tovabbi érintkeztetési és kapcsolési 1épe-
sek legalabb egyikében, ahol a polipeptidek vagy oligo-
nukleotidok az emlitett feliileten helyezkednek el, és a
besugarzasi 1épések soran kialakitott besugarzési min-
ta, valamint az érintkeztetési és kapcsolasi 1épések so-
ran megkotott egyedi aminosavak vagy nukleotidok al-
tal definialt szekvenciaval rendelkeznek, azzal a meg-
szoritassal, hogy az egyes szekvencidkban talathat6 ter-
minalis aminosavak vagy nukleotidok fénysugarzasnak
ellenallé védBesoportot hordoznak,

majd a biolégiailag hatasos polipeptid(ek)et vagy
oligonukleotid(ok)at azonositjuk.

A talalmany egyik megvaldsitasi mddja szerint egy
hordozon kapcsolomolekulakat alakitunk ki. A kapcso-
lomolekulak egyik terminalis vége reakcioképes funk-
cids csoporttal van ellatva, amit fotokémiailag eltavolit-
hat6 védGesoporttal blokkolunk. Litografiai modszerek
alkalmazasa mellett a fotokémiailag eltavolithatd védé-
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csoportot fény hatdsanak tessziik ki, és egy els6 kiva-
lasztott részfeliileten eltavolitjuk a kapcsolémolekula-
r6l. A hordozot ezutan mossuk, vagy mas modon egy
els6 monomerrel érintkeztetjiik, amely reagél a kapcso-
lémolekulan 1évé funkcids csoportokkal. Monomer-
ként el6nydsen aminosavat alkalmazunk, amely amino-
vagy karboxiterminalis végén fotokémiailag eltivolitha-
t6 védScsoportot tartalmaz, és ezt elénydsen olyan kap-
csolomolekulaval reagaltatjuk, amely fotokémiailag el-
tavolithat6 védGesoportot hordozé amino- vagy karbon-
savcsoportra végzddik.

A kivalasztott részfeliiletek egy mésodik sorozatat
ezutan fény hatasanak tessziik ki, és a kapcsolomoleku-
la, valamint a védett aminosav fotokémiailag eltavolit-
haté védGesoportjat a masodik részfeliileten eltavolit-
juk. A hordozét ezutan fotokémiailag eltavolithaté védo-
csoportot hordozé masodik monomerrel érintkeztetjiik,
amely a funkcids csoportokkal reagal. Ezt a folyamatot
a monomerek szelektiv alkalmazisa mellett a kivént
hossziisag és kivant kémiai szekvencidju polipeptid
el6allitasaig ismételjiik. A fotokémiai szempontbol labi-
lis csoportokat ezutan kivant esetben eltavolitjuk, és a
szekvenciat kivant esetben lezarjuk. Az adott esetben je-
len 1év§ oldallanci védScsoportokat szintén eltavolitjuk.

A talalmany szerinti megoldas felhasznalhato6 tovab-
ba oligonukleotidok eléallitasara, amikor is monomer-
ként nukleotidokat alkalmazunk.

Az emlitett litografias médszer lehetGvé teszi, hogy
a fényt a hordozon viszonylag kis kiterjedésii és ponto-
san meghatarozott helyre irdnyitsuk. Ezaltal lehetGvé
valik ismert kémiai szekvencidju polimernek a hordozé
ismert helyén torténd elGallitasa.

A kapott hordozé kiilonboz8 célokra, példaul nagy-
szamu polimer biolégiai aktivitdsanak vizsgalatira fel-
hasznalhatd. A biologiai aktivitas vizsgalatihoz a hordo-
z0t egy vagy tobb receptorral, igy egész sejt antitesttel,
hélyagocskan elhelyezked6 receptorral, lipiddel vagy
barmely mas receptorral kezeljiik. A receptort elényo-
sen példaul fluoreszcens markerrel, radioaktiv markerrel
vagy a receptorral reakcidképes jelolt antitesttel jelol-
juk. A markernek a hordozon torténd elhelyezkedését
példaul fotondetektalassal vagy autoradiografids mod-
szerrel mutatjuk ki. Az adott helyzetben kotott anyag
szekvencidjanak ismeretében gyorsan meghatarozhat-
juk, hogy melyik szekvencia kotddik a receptorhoz, és
ezaltal az eljaras nagyszamu polimer vizsgalatara alkal-
mazhat6. A taladlmany szerinti megoldas alkalmazhato
tovabba diagnosztikai célokra is, amelynek soran egy
adott receptorra vonatkozé kiilonbozé antitesteket ko-
tiink meg a hordozon, és igy példul vérszérumban vizs-
giljuk az immunrendszer hidnyossdgait. A talidlmany
szerinti megoldas tovabbi felhasznalasi teriilete lehet pél-
daul szerves anyagok szelektiv ,,doppingolasa” félveze-
t6 eszkozokben vagy hasonlokban.

A talalmany kiterjed a polimerek szintetizalaséra al-
kalmas javitott reaktorrendszerre. A reaktorrendszer
magaban foglal egy hordozotartot, amely a felszinén
rogziti a hordozot. A hordozdétartd biztositja tovabba a
hordozo és a tartd kozott elhelyezkedd reaktorteret,
amelyen keresztiil vagy amelybe a reakcicelegyet ara-
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moltatjuk. A hordozén egy maszk van elhelyezve, illet-
ve a hordozora egy maszk iranyul, amely 4gy van meg-
vilagitva, hogy a hordozo kivalasztott részfeliileteit fel-
tirja a reaktortérben. Egy monomert pumpalunk a
reaktortéren keresztiil vagy mas moédon érintkeztetjiik
a hordozoval, és reagaltatjuk a feltart részfeliletekkel.
A hordoz6 részfeliileteinek szelektiv feltarasaval és
elére meghatarozott monomereknek a reaktortéren tor-
téné ataramoltatdsdval adott helyzetben a kivant po-
limert tudjuk elGallitani.

A talalméany szerint elfallitott polimereket egy javi-
tott detektorkésziilekkel és detektalasi eljarassal vizsgal-
juk. A detektaldsi eljaras és késziilék feliiletének ismert
helyein nagyszamu polimer szekvenciat tartalmazé hor-
doz6t alkalmaz. A hordozot fluoreszcens jelolésti recep-
torral kezeljitk, amely egy vagy tobb polimer szekven-
ciat megkot. A hordozot mikroszko6p-detektorkésziilékbe
helyezziik, és azonositjuk azokat a helyeket, ahol a kotés
létrejott. A mikroszkop-detektorkészillék magaban fog-
lal egy monokromatikus vagy polikromatikus fényfor-
rast, amely a hordozéra fényt irdnyit, valamint a hordozo-
bol szarmazé fluoreszcens fény detektalisara alkalmas
eszkozt, és a fluoreszcens fény elhelyezkedésének meg-
hatérozésara alkalmas eszkozt. A hordozobodl szarmaz6
fluoreszcens fény detektilasara alkalmas eszkoz lehet
példaul egy fotonszamlald. A fluoreszcens fény elhelyez-
kedésének meghatirozasara alkalmas eszkoz lehet pél-
daul a hordozéra érvényes x/y transzlicios tablazat.
programozott digitalis komputerrel rogzitjik, és dolgoz-
zuk fel.

Az 1. dbra a hordozo lefedését és els6 részfeliileté-
nek besugdrzasat mutatja. A hordozot ke-
resztmetszetben abrazoljuk.

A 2. dbra a hordozot mutatja az A monomer alkal-
mazésa utan.

A 3. dbra a hordozé masodik részfeliiletének besu-
garzasat mutatja.

A 4. dbra a hordoz6t mutatja a B monomerrel torté-
n6 kezelés utan.

Az 5. dbra az A monomer besugarzasat mutatja.

A 6. dbra a hordozot mutatja a B monomer masodik
alkalmazasa utan.

A 7. abra a teljes hordozo6t mutatja.

A 8A. és 8B. dbra kiilonb6zé polimereknek hordo-
z6n torténd elGallitasara atkalmas reaktor-
rendszer kialakitasi médjait ismerteti.

A 9. dbra a fluoreszcens markernek a hordozon tor-
ténd lokalizalasara alkalmas detektorkészii-
léket mutatja.

A 10A-10M. ébra az A és B monomerbdl kialaki-
tott trimer elGallitasat ismerteti.

A 11A, 11B. és 11C. abra standard fluoreszcens
gyongyok fluoreszcens sugirzasat mutatja.

A 12A. és 12B. dbra az exponalatlan és exponalt
NVOC lemezek fluoreszcensgorbéjét mutat-
ja.

A 13A. és 13B. abra a jelolt Herz antitesttel kezelt
YGGFL és GGFL-re vonatkoz6 tablaval el-
latott lemez kialakitasat mutatja.
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A 14A. és 14B. dbra két kiilonboz8 iveglemezen
szintetizalt tizenhat szekvencia térképét mu-
tatja.

A leiras keretein beliil a kovetkez6 kifejezéseket az

alabbi értelmezésben alkalmazzuk:

1. Komplementer

A ligandummolekula és a hozz4 tartozo receptor egy-

massal kolcsonhatasba 1ép6 feliiletének topologiai kom-
patibilitisara vagy illeszkedésére utal. Ennek megfele-
16en komplementernek tekinthetd a receptor és ligan-
dumja, valamint egyméssal komplementerek az érintke-
z06 feliiletek jellemz6i.

2. Epitop

Az antigén molekulanak az a szakasza, amelyet a

molekuldnak a receptorok antitestként ismert alosztalya-
val kolcsonhatasba 1épd teriilete hataroz meg.

3. Ligandum

A ligandum olyan molekula, amely egy adott recep-

tort ismer fel. A ligandum lehet példaul valamely sejt-
membrén receptorra, toxinra és méregre, virusepitopra,
hormonra (példaul opiatra vagy szteroidra), hormonre-
ceptorra, peptidre, enzimre, enzimszubsztratumra,
kofaktorra, gydgyszerhatéanyagra, lektinre, cukorra, oli-
gonukleotidra, nukleinsavra, oligoszacharidra, fehérjére
vagy monoklonalis antitestre nézve agonista vagy anta-
gonista anyag.

4. Monomer

Egymassal osszekapcsolédva polimer képzésére al-

kalmas kis molekulakbol 4116 sorozat egyik tagja. A mo-
nomerkészlet lehet példdul a szokasos L-aminosa-
vakbél, D-aminosavakbol, szintetikus aminosavakbol és
nukleotidokbol all6 készlet. Az értelmezés szerint a mo-
nomer a polimer eléallitdsara alkalmazott alapkészlet
barmely tagja, igy példdul az L-aminosavak dimerjei
400 monomerbdl 4116 alapkészletet képeznek a polipepti-
dek el6allitasdhoz. A polimerszintézis egymast kovetd
lépéseiben a monomerek kiilonb6zd alapkészletei alkal-
mazhatok.

5. Peptid

Amidkotéssel Osszekapcsolt o-aminosav mo-

nomerekbdl 4116 polimer, amely polipeptidnek is nevez-
hetd. A leiras keretein beliil az aminosav lehet az L opti-
kai izomer vagy a D optikai izomer. A peptidek legalabb
két aminosav-hosszisaguak, gyakran tobb, mint 20 ami-
nosavmonomert tartalmaznak. Jelolésiikre az aminosa-
vak szokasos roviditéseit (példul P a prolinra) alkalmaz-
zuk. Ezeket a roviditéseket Stryer: Biochemistry, 3. ki-
adas, 1988 ismerteti.

6. Fénysugarzas

Szelektiven alkalmazhatd energia, amely lehet pél-

daul ultraibolya sugérzas, lathat6 fény, infravords sugér-
zés, vagy ezek kombindcidja. A besugarzis kifejezés a
sugarzsnak adott feliileten t6rténd alkalmazasat jelenti.

7. Receptor

Egy olyan molekula, amely egy adott ligandummal

szemben affinitist mutat. A receptor lehet természet-
ben eldfordulé vagy szintetikus molekula, amely alkal-
mazhat6 véltozatlan formaban vagy mas anyaggal kiala-
kitott aggregitum formdajaban. A receptor kovalens
vagy nem kovalens kotéssel egy kotSelemhez kapcso-
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16dhat kozvetleniil vagy specialis ktGanyagon keresz-
till. A talalmany értelmében receptorként alkalmazhato
példaul antitest, sejtmembréanreceptor, adott antigénde-
terminansra (igy virusra, sejtre vagy mas anyagra) spe-
cifikus monoklonalis antitest vagy antiszérum, gyogy-
szerhatdanyag, polinukleotid, nukleinsav, peptid,
kofaktor, lektin, cukor, poliszacharid, sejt, sejtmemb-
ran és sejtszervecske. A receptort gyakran antiligan-
dumnak nevezziik. A receptor kifejezés alkalmazésa-
ban jelentésbeli kiilonbség nincs. Egy ugynevezett
ligandum/receptor par akkor alakul ki, ha két makromo-
lekula molekularis felismerés alapjan 6sszekapcsolodik
¢és komplexet képez.
A taldlmany értelmében receptorként alkalmazhat6
anyagokra tovabbi példaként emlithet:
a) Mikroorganizmusreceptorok
Az olyan ligandumok azonositésa, amelyek vala-
mely mikroorganizmus szdméra életfontossaga
receptorhoz, igy specialis transzportfehérjéhez
vagy enzimhez kotédnek, felhasznalhato 0j tipu-
st antibiotikumok kidolgozasdhoz. Kiilonosen
fontosak a jelenlegi antibiotikumokkal szemben
rezisztens, és alkalmazkoddképes gombak, pro-
tozoak és baktériumok elleni antibiotikumok.
b) Enzimek
Enzimek, igy neurotranszmittereket hasité enzi-
mek kotési helyének meghatarozisa, a kiilonbo-
z6 neurotranszmittereket hasité enzimek hatasat
befolyasol6é receptorokhoz ko6t6dd ligandumok
azonositasa felhasznalhaté az idegmiikodés be-
tegségeinek kezelésére alkalmas gyogyszer-
hatéanyagok kidolgozasara.
c) Antitestek
A taldlméany szerinti megoldas felhasznalhato
példaul a kivant antigén epitopjaval egyesiilé an-
titest-molekula ligandumkot8 helyének meghaté-
rozasara, majd az antigén epitopot utanzo szek-
vencia meghatdrozasa felhasznalhat6 olyan vak-
cina kidolgozaséra, amelyben az immunogén
anyag egy vagy tobb ilyen szekvencian alapul,
valamint a megfeleld diagnosztikai szer vagy a
terapids kezelésben, igy az autoimmun betegség
kezelésére (példaul a ,sajat” antitest kotési he-
lyének blokkolasara) alkalmas vegyiiletek kidol-
gozasara.
d) Nukleinsav
Nukleinsavszekvencidk szintetizalasaval megal-
lapithatok a DNS vagy RNS kotészekvenciak.
¢) Katalitikus polipeptid
Olyan polimer, eldénydsen polipeptid, amely
gyorsitja egy vagy tobb reagensnek egy vagy
tobb termékké torténd atalakitdsahoz sziikséges
kémiai reakciot. Az ilyen polipeptid altalaban
olyan kotési helyet tartalmaz, amely specifikus
legalabb egy reagensre vagy intermedierre, és a
kotési hely mellett egy olyan aktiv funkci6s cso-
portot tartalmaz, amely kémiailag médositja a
megkotott reagenst. Katalitikus polipeptideket
ismertet példaul a 404 920 szami USA-beli sza-
badalmi bejelentés.
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f) Hormonreceptorok
Példaként emlithet8k az inzulinreceptorok és a
ndvekedésihormon-receptorok. A receptorhoz
nagy affinitassal k6t6d6 ligandum meghataroza-
sa felhasznalhato példaul a cukorbetegség keze-
lésére alkalmazott napi injekcid helyettesitésére
alkalmas oralis hatéanyag kidolgozasara, vala-
mint a humén névekedésihormon-elégtelenség
esetén jelenleg csak allati tetemekbdl vagy re-
kombindns DNS-technologiaval el6allithaté hor-
mon helyettesitésére alkalmas hatéanyag kidol-
gozasara. Tovabbi példaként emlithet6k az ér-
szilkité hatasi hormonreceptorok, ahol a recep-
torhoz k6t6d6 ligandumok meghatarozasa lehe-
tdvé teszi a vémyomdst szabilyoz6 hatdanya-
gok kidolgozasat.
g) Opiumkészitmény-receptorok
Az agy dpiumreceptoraihoz kot6d6 ligandumok
meghatarozasa fethaszndlhat6 a morfium és ha-
sonld hatéanyagok helyettesitésére alkalmas, ke-
vésbé megszokhat6 hatdanyagok kidolgozasat.
8. Hordozo .
Szilard vagy félszilard feliilettel rendelkezd anyag.
A hordoz0 altalaban legalabb egy, lényegében sima fe-
lillettel rendelkezik, bar sok esetben elényos lehet, ha
a kiilonboz8 polimerek szintézisének teriiletét fizikai-
lag szétvalasztjuk, példaul iiregek, kiemelked6 szaka-
szok, bemetszett arkok és hasonlok segitségével. Mas
esetben a feliileten kisméret(i gyongyoket alakitunk ki,
amelyek a szintézis befejezése utan felszabadithatok.
9. Védicsoport
Valamely monomer egységhez kapcsolodé olyan
anyag, amely aktivatorral, igy fénysugarzassal végzett
szelektiv kezeléssel hasitdssal eltavolithat6. VédScso-
portként alkalmazhaté példaul nitro-veratril-oxi-kar-
boxil-csoport, nitro-benzil-oxi-karbonil-csoport, dime-
til-dimetoxi-benzil-oxi-karbonil-csoport, 5-bréom-7-
nitro-indolinil-csoport, O-hidroxi-a-metil-cinnamoil-
csoport és 2-oxi-metilén-antrakinon. Aktivatorként al-
kalmazhaté tovabba példaul ionnyalab, elektromos
mez§, magneses mezd, elektronnyalab és rontgensu-
garzas.
10. Elére meghatdrozott részfeliilet
Valamely feliilet el6re meghatarozott részfeliilete
olyan lokalizalt teriilet, amely a polimer kialakitasa ér-
dekében aktivalhato. Az el6re meghatirozott részfe-
lillet alakja tetszéleges, lehet példaul kor alaku, négy-
szogletes, elliptikus, €k alakd vagy hasonlo. Az egy-
szerliség kedvéért az el6re meghatarozott részfeliiletet
gyakran roviden részfeliiletnek nevezziik.
11. Lényegében tiszta
Valamely polimer egy hordozo elre meghatarozott
részfeliiletén beliil lényegében tisztinak mindsiil akkor,
ha olyan jellemzékkel rendelkezik, amelyek megkiilén-
boztetik a tobbi, elére meghatarozott részfelilettdl. Al-
talaban a tisztasagot mérjiik a biologiai aktivitas, vagy
valamely més, az egységes szekvenciabdl szarmazd
funkcié alapjan. A jellemzGk mérésére elényosen alkal-
mazhat6 valamely ligandumhoz vagy receptorhoz torté-
nd kotédés vizsgalata.
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Mint fent emlitettiik, a talalmany targya eljaras és
késziillék nagyszamu polimer szekvencidnak valamely
hordozo el6re meghatirozott részfeliiletein torténd eld-
allitasara. A taldlmény szerinti megoldast részletesen
aminosavszekvencidkat tartalmazé molekulak eldallita-
sa vonatkozasaban ismertetjiik, de ugyanigy felhasznal-
haté mds polimerek elGallitasara is. A taldlmény sze-
rinti megoldéssal el6allithato polimerekre példaként em-
lithetSk a nukleotidok linedris vagy ciklikus polimerjei
(oligonukleotidok), -, B- vagy Q-aminosavakbél 4116
peptidek és olyan heteropolimerek, amelyekben egy is-
mert gyogyszerhatoanyag kovalens kotéssel valamely
fenti polimerhez ko6t6dik, valamint minden mis olyan
polimer, amelynek elSallithatosaga a leiras alapjén
nyilvanval6. A taldlmany szerinti megold4st elénydsen
peptidek szintézisére alkalmazzuk.

Az elballitott hordozot felhasznalhatjuk példaul kii-
16nb6z6 polimerek vizsgalatdhoz, amikor is a polimert
ligandumként valamely receptorhoz kétjiik, nyilvan-
valé azonban, hogy a taldlmany szerinti megoldis fel-
hasznélhaté a ligandum megkétésére szolgalé receptor
eldallitisara is. A hordoz6 emellett egy sor egyéb célra
is felhaszndlhat. A felhasznalési teriiletekre példaként
emlitjiik a peptidszekvencidk meghatéarozésat, a fehérjé-
hez k6t6d6 nukleotidszekvencidk meghatirozasat, szek-
venciatol fliggéen megkot6dS gyodgyszerhatdbanyagok
felfedezését, antitestek felismerésére alkalmas epito-
pok azonositasat, és klinikai és diagnosztikai célra al-
kalmazhaté gydgyszerhatéanyagok kidolgozasat, vala-
mint ezek kombinéciojat.

A taldlmany értelmében elGnyosen feliilettel rendel-
kezd ,,S” hordozét alkalmazunk. A hordozé feliiletéhez
adott esetben ,,L” kapcsolomolekulék kapcsolodnak.
Az adott esetben alkalmazott kapcsolomolekulik fel-
adata, hogy meggyorsitsak a szintetizalt polimer recep-
tor felismerSképességét.

A kapcsolémolekulat kivant esetben a tarolas idejé-
re kémiailag védjiik. Ilyen kémiai védGcsoportként al-
kalmazhat6é példaul a terc-butoxi-karbonil-csoport (t-
BOC). A kémiai védBcsoportot példaul savas oldattal
eltdvolithatjuk. A kémiai védGesoport feladata, hogy a
felszint a tarolds ideje alatt megvédje, majd a polimer-
el6éllitas el6tt felszabaditsa.

A hordozon vagy a kapcsolémolekulédnak a hordozo-
tol tavolabb es6 végén egy Py védSesoporttal ellatott
funkcids csoport talathatd. A P védBesoport eltavolit-
hat6 példaul sugarzas, elektromos mez8, elektromos
dram vagy mas aktivator segitségével.

Eldnydsen ultraibolya sugarzast (UV), infravoros
sugarzast (IR) vagy lathat6 fényt alkalmazunk. Mint ké-
sGbb részletesen ismertetjiik, a védScsoport lehet tovab-
bé valamely elektrokémiailag érzékeny csoport, amely
elektromos mezé jelenlétében eltivolithatd. Alternativ
lehetdségként a védbesoport eltdvolithatd ionnyalab
vagy elektronnyalab alkalmazasaval is.

A legtobb esetben a kezelt részfeliilet, és ennek ké-
vetkeztében az a terillet, amelyen az egyes polimer
szekvenciakat szintetizaljuk, kisebb, mint 1 cm2, elg-
nyosen kisebb, mint 1 mm2. A kezelt teriilet értéke
ezen beliil legfeljebb mintegy 10 000 um2, elsésorban
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legfeljebb 100 pum?2, bizonyos esetekben kiterjedése
csak egyetlen molekula kotGdését teszi lehetové. A ke-
zelt részfeliileteken az egyes polimereket eldnydsen 1é-
nyegében tiszta forméban szintetizaljuk.

A hordozé ismert részfelilletének fénnyel torténd
megvilagitasaval egy idGben vagy ezt kovetden a részfe-
liiletet egy M, els6 monomer egységgel érintkeztetjiik,
amely reagél a védGesoport eltvolitdsa utan felszabadu-
16 funkcids csoporttal. Az elsd monomer egy P, védé-
csoportot hordoz, amely adott esetben azonos a Pg
védGesoporttal.

Ennek megfelelGen, az els6 ciklus utan a feliilet is-
mert els6 részfeliilete az alabbi szekvenciat hordozza:

S-L-M,-P,,
mig a feliilet fennmarad6 részfeliileteinek szekven-
cigja:

S-L-Pg.

Ezutan a feliilet masodik részfeliiletét (amely maga-
ban foglalhatja az els§ részfeliiletet is), fénnyel megvi-
lagitjuk, és M, masodik monomerrel érintkeztetjiik
(amely azonos vagy kiilonbozé az M; monomert6l),
amely P, védécsoportot hordoz. A P, védécsoport lehet
azonos vagy kiilonb6zé a Py és P, védcsoporttdl.
A masodik ciklus utdn a hordozé kiilonb6z6 részfe-
liilletei egy vagy t6bb alabbi szekvenciat hordoznak :

S-L-M,-M,-P,
S-L-M,-P,
S-L-M,;-P,
S—L-P,,.

A fenti folyamatot addig ismételjitk, amig a hordo-
z6 a kivant hossziisagh szitkséges polimereket hordoz-
za. A hordozénak a fénnyel megvilagitott, és a reagen-
sekkel kezelt részfeliileteinek szabalyozasaval az egyes
szekvenciak kialakuldsanak helye azonosithato.

Ezutén a hordozén maradé védGesoportok nagy ré-
szét eltavolitjuk, és a szekvencidkat kivant esetben egy
C zaréegységgel lezarjuk. Az eljrés soran a kapott hor-
dozé feliilete nagyszamu olyan polimert tartalmaz,
amely a kdvetkezd altalinos képlettel dbrazolhat6:

S-[L]-M)-(Mp-(My)...(M,)~[C],
a képletben a szdgletes zarojel adott esetben eléforduld
csoportot jelol, M;...M, a monomerek tetszdleges szek-
venciajat jeloli. A monomerek szdma széles hatarok ko-
z6tt valtozhat, értéke elényosen 2—100.

Egyes esetekben a hordozé kiilonbdzd részfe-
lilletein taldlhaté polimerek k6z6s monomer alszek-
venciat is tartalmaznak. igy példaul eléfordulhat, hogy
az elsé helyen S—M,—M,— M; szekvenciaju polimert
és a masodik helyen S—M,—M,—M; szekvenciaju po-
limert szintetizdlunk. A folyamat meginditisihoz az
els6 helyet besugarozzuk, majd M, —P monomerrel ke-
zeljiik, és igy az elsé helyen S—M,—P szekvenciat ka-
punk. A masodik helyet ezutdn besugarozzuk és M,—P
monomerrel kezeljiik, amelynek sordn a masodik he-
lyen S—M,;-P szekvenciat kapunk. Ezutdn mind az
€lsd, mind a masodik helyet besugarozzuk, és M,~M,
dimerrel reagaltatjuk, amelynek sorén az els6 helyen
S—-M,-M,—-M; szekvenciat, és a masodik helyen
S-M,-M,-M; szekvenciat kapunk. Természetesen,
tetsz6leges hossziisagn k6zos alszekvenciat alkalmazha-

és/vagy
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tunk, amely legalibb 2 monomerbél, elényésen
2-100 monomerbdl, elsésorban 2—-20 monomerbdl,
ezen beliil el6nydsen 2-3 monomerbdl All.

A talalmény szerinti megoldas egy masik megvalo-
sitdsi modja szerint az elsé monomerréteghez egy sor
maszkot alkalmazunk, majd kiilénb6z6 hullimhosszi-
sagu fénnyel szelektiv aktivalast végziink. fgy példaul
a fent emlitett eljarasnal az els6 részfeliiletet elGszér
egy maszkon keresztiil sugérozzuk be, és egy P, els6
véddcsoportot hordozd els6 monomerrel reagéltatjuk.
A P, els6 védesoport egy elsé hullamhosszisagn fény
(példdul IR) hataséra eltavolithatd. A maszkot ezutin
atvissziik a masodik részfelilletre, egy P, maisodik
véddcsoportot hordozé masodik monomerrel reagaltat-
juk, ahol a védBcsoport egy masodik hullamhosszisa-
gu fénnyel (példaul UV) tavolithat6 el. Ezutan a maszk
feleslegessé valik, mert a hordozé a véddcsoport-
eltavolitési ciklusban teljes egészében valtakozva besu-
garozhaté az elsé vagy a masodik hullamhosszisagh
fénnyel.

A hordozon a fenti eljarasok valamelyikével elalli-
tott polimer kiilonb6z6 célokra, példaul a bioldgiai akti-
vitds vizsgalatara felhasznalhato. Az ilyen hatasvizsga-
latokna! a szekvencidt tartalmazé hordozén jeléletlen
vagy jelolt receptorral, igy antitesttel, sejtreceptorral,
foszfolipid hélyagocskdval, vagy barmely mas recep-
torral kezeljiikk. Elény6sen Ggy jarunk el, hogy a po-
limert egy elsd, jeloletlen receptorral reagaltatjuk, majd
egy jelolt, receptorspecifikus felismeré elemmel, pél-
déul antitesttel kezeljiik. Ezzel az eljarassal a detektala-
si lépésben megfeleld jelet kapunk.

A receptormolekula egy vagy tobb, hordozon 1év4
polimerhez kotGdhet. A jelolt receptor jelenléte, és ezal-
tal a receptorral ko6t6d6 szekvencia jelenléte eldnydsen
detektalhat6 a fluoreszcens fény kimutatisara alkalmas
autoradiografids modszerrel. Detektorként alkalmazha-
t6 példaul toltésérzékeny eszkdz vagy fluoreszcens
mikroszkop. A receptor kotési helyén talalhato polimer
szekvencidja felhasznalhaté a receptorral komplemen-
ter szekvencia részének vagy egészének meghatéroza-
sahoz.

A talalmény szerinti megoldas alkalmazasat a leiras-
ban a biologiai aktivitds vizsgalataval osszefiiggésben
ismertetjiik. A taldlmany felhasznalhat6 azonban egyéb
célokra is, példaul informacié tarolasara (igy optikai le-
mezen), molekuldris elektronikai eszkozok eléallitisa-
ra, az elvalasztasi technologidban alkalmazhat6 allofa-
zis el6éllitasara, festékek és tisztitdszerek elBallitasara,
fotografids célokra, valamint sejtek, fehérjék, lektinek,
nukleinsavak, poliszacharidok és hasonlok esetében
egy adott polimer szekvencia molekuléris felismerése
szerinti minta alapjan torténé immobilizalasara. Ugyan-
azon vegyiiletnek szomszédos helyzetben, progressziv
moédon véltozé koncentracidban torténd elballitasaval
olyan gradienst hozhatunk létre, amely felhasznalhato a
kemotaxis szabalyozasara, vagy diagnosztikai mérGesz-
koz kifejlesztésére, példaul valamely antitestnek az an-
tigén novekvd mennyiségével szemben torténd titralasa-
ra. Egy sor katalizatormolekulanak szoros kozelségben
torténd eldallitasaval az ugynevezett ,koordinativ im-
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mobilizalas” tjan fokozni lehet a tobblépéses konver-
ziok hatékonysagat. A koordinativ immobilizdlas fel-
hasznalhat6 tovabba az elektronatviteli rendszerekben,
valamint szerkezeti integritds vagy mas kivanatos tulaj-
donsagok, igy kenbhatds vagy nedvesitGhatas kialakita-
sara.

A megoldas alkalmazhat6 tovabba molekuldk bio-
eloszldsanak vagy farmakokinetikus tulajdonsigainak
vizsgalatara is.

igy példaul intesztinlis vagy szérum protedzokkal
szembeni rezisztencia kialakitdsdhoz a polimert egy
fluoreszcens cimkével lezéarjuk, és a vizsgalt biologiai
folyadékkal kezeljiik.

Az 1. dbra a taldlmany szerinti megoldas ismertetett
megvalositasi modjat mutatja, és a 2 hordozot kereszt-
metszetben abrézolja. A talalmany érteimében lényegé-
ben barmely megfelel6 hordoz6 alkalmazhato. A hordo-
z6 lehet biologiai, nem biologiai, szerves vagy szervet-
len anyag vagy ezek kombinicioja. Megjelenési forma-
jat tekintve lehet szemcse, szal, csapadék, gél, lap, cs6,
golyo, tireges test, kapillaris, parna, szelet, film, tanyér,
lemez és hasonlok. A hordozé alakja szintén tetszdle-
ges, lehet kerek vagy négyszogletes lemez, gémb vagy
kor alaku. A hordozo elénydsen lapos, de barmely mas
feliileti konfiguraciot felvehet. Igy példaul a hordozé
tartalmazhat kiemelked6 vagy besiillyedd szakaszokat,
amelyekben a szintézis megvalosithaté. A hordozoé és
feliilete el6nyosen egy merev tamasztékot képez, ame-
lyen az emlitett reakciok lejatszodnak. A hordozéval és
felilletével szemben tovabbi kovetelmény, hogy megfe-
lelé fényelnyel6 jellemzOkkel rendelkezzen. Hordozo-
ként alkalmazhato tehét példaul polimerizalt Langmuir
Blodgett film, funkcids csoportokkal ellatott iiveg, Si,
Ge, GaAs, GaP, SiO,, SiN,, modositott szilikon vagy
barmely mas gél vagy polimer, igy (poli)tetrafluor-eti-
1én, (poli)vinilidén-difluorid, polisztirol, polikarbonat
vagy ezek keverékei. A teriileten jartas szakember a le-
irasban adott kitanitas alapjan tovabbi anyagokat is ta-
lalhat. Hordozdként kiilonosen elénydsen alkalmazhatd
a sima iiveg vagy egykristdly szilikon, amelynek fe-
liileti domborzata legfeljebb 10 A méretd.

Egyes esetekben a hordoz6 feliiletét Gnmagéaban is-
mert moédon maratva alakitjuk ki a kivant felszini kép-
z6dményeket. fgy példaul arkok, V alaki barazdak és
lapos tetejii kiszogelések képzésével a szintézis részfe-
liileteit dsszegyijtjiik a visszaver6dé fény fokuszpontja-
ban, és igy reflexios ,,tiikk6r”-szerkezetet képziink, ami
elGsegiti a fény dsszegyijtését a fluoreszkélod fényfor-
rasbol.

A szilard hordoz6 felszinét altaldban, de nem min-
dig, magdnak a hordozénak az anyagébdl alakitjuk ki.
fgy a felszin egy sor kiilonbozG anyagbol kiképezhetd,
példaként emlithet6k a polimerek, mianyagok, gyan-
tdk, poliszacharidok, szilicium-dioxid és ezen alapulé
anyagok, szén, fém, szervetlen iiveg, membran vagy
barmely fent felsorolt hordoz6 alapanyag. Egyes esetek-
ben a feliiletre racsos kotGelemeket illesztiink, amelyek
lazan kapcsolodnak a hordozd feliiletéhez (404 920 sz4-
mi USA-beli szabadalmi bejelentés). A feliilet elényo-
sen reakcioképes csoportokat tartalmaz, ezekre példa-
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ként emlithet6 a karboxilcsoport, aminocsoport és hid-
roxilcsoport. Elénydsen optikailag 4tlatszo feliiletet al-
kalmazunk, amely Si-OH funkciés csoportokkal ren-
delkezik a szilicium-dioxid-feliiletekhez hasonléan.

A hordozé 4 feliiletét elénydsen 6 kapcsolomole-
kula-réteggel latjuk el, bar hangstlyozzuk, hogy a kap-
csolomolekula nem kotelezs eleme a taldlmany szerinti
megoldésnak. A kapcsolomolekula elénydsen elegend6
hosszisaga ahhoz, hogy a polimerrel elldtott hordozo
polimerrésze szabadon reagiljon a hordozé kezelésére
alkalmazott molekulakkal. Ebben az értelemben el6nyo-
sen alkalmazhatok a 6—50 atom hosszisagi kapcsolo-
molekuldk. Kapcsolomolekulaként alkalmazhato pél-
daul aril-acetilén, 2—10 monomer egységet tartalmazo
etilénglikol-oligomer, diamin, disav, aminosav vagy
ezek elegye. A leirasban szerepl kitanitas alapjan mas
kapcsolémolekuldk is alkalmazhatok.

Eljarhatunk tgy is, hogy a kapcsolémolekulat a hid-
rofil/hidrofob tulajdonsagok alapjan valasztjuk ki, és
igy javitjuk az elGallitott polimemek bizonyos recepto-
rokkal szembeni megkotképességét. igy példaul, hid-
rofil receptor esetében a hidrofil kapcsolomolekula el6-
segiti, hogy a receptor jobban megkozelitse a szinteti-
zalt polimert.

Eljarhatunk Ggy is, hogy a kapcsolomolekulat a mo-
lekula kozepén fotokémiailag lehasithato csoporttal lat-
juk el. A fotokémiailag lehasithat6 csoport elénydsen a
védGesoport eltavolitdsdra alkalmazott fény hullam-
hosszatol eltéré hullimhosszasagi fénnyel hasithatd le.
Ez lehetdvé teszi, hogy a szintézis befejezése utan a ka-
pott polimert az adott hullimhosszisdgl fénnyel torte-
nd megvilagitis utdn konnyen eltavolitsuk.

A kapcsolémolekula a hordozéhoz kapcsolodhat
szén-szén kotéssel, példaul (poli)trifluor-klor-etilén-fe-
lillet esetében vagy eldnydsen sziloxankotéssel, pél-
daul iiveg vagy szilikon-oxid-feliilet esetén. A hordo-
z6 feliiletén kialakitott sziloxankotés kialakithato pél-
déul gy, hogy a feliiletet trikl6r-szilil-csoportot hordo-
z6 kapcsolémolekuldval reagaltatjuk. A kapcsolomole-
kulakat adott esetben adott rendszer szerint kapcsoljuk
a feliillethez, mint példaul a polimerizalt Langmuir
Blodgett film részét képez6 fejcsoportokat. Eljarha-
tunk Gigy is, hogy a kapcsolomolekuldkat a hordozo fe-
lilletén adszorbealjuk.

Az alkalmazott kapcsolémolekuldk és monomerek
védacsoporttal ellatott funkcids csoportot hordoznak.
A védécsoport eldnyosen a kapcsolémolekulanak a hor-
dozéval ellentétes disztalis vagy termindlis végén he-
lyezkedik el. A véddcsoport lehet valamely negativ
védbesoport (vagyis a kapesolomolekula a védGesoport
eltavolitisa utan kevésbé reakciképes a monomerrel
szemben) vagy valamely pozitiv védGcsoport (vagyis a
kapcsolomolekula a védéesoport eltavolitdsa utan erd-
sebben reakcioképes a monomerrel szemben). Negativ
véddcsoport alkalmazasa esetén egy tovabbi lépésként
reaktivalast kell végezni. Ez egyes esetekben melegités-
sel megvalosithaté. A kapcsolomolekula véddcsoportja
lehet barmely pozitiv, fénnyel reaktivalhato csoport, el6-
nydsen valamely nitroaromés vegyiilet, igy o-nitro-ben-
zil-szarmazék vagy benzil-szulfonil-csoport. VédGScso-
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portként elényosen alkalmazhat6 a 6-nitro-veratril-oxi-
karbonil-csoport (NVOC), 2-nitro-benzil-oxi-karbonil-
csoport (NBOC) vagy a,a-dimetil-dimetoxi-benzil-oxi-
karbonil-csoport (DDZ). Elénydsen alkalmazhatok az
olyan nitroaromas vegyiiletekbdl levezethetd csoportok,
amelyek a nitrocsoporthoz képest orto-helyzetben ben-
ziles hidrogénatomot tartalmaznak. Az ilyen csoportok
az (I) Altaldnos képlettel dbrazolhatok, a képletben

R, jelentése alkoxicsoport, alkilcsoport, halogén-
atom, arilcsoport, alkenilcsoport vagy hidro-
génatom,

R, jelentése alkoxicsoport, alkilcsoport, halogén-
atom, arilcsoport, nitrocsoport vagy hidro-
génatom,

R; jelentése alkoxicsoport, alkilcsoport, halogén-
atom, nitrocsoport, arilcsoport vagy hidro-
génatom,

R, jelentése alkoxicsoport, alkilcsoport, hidro-
génatom, arilcsoport, halogénatom vagy nitro-
csoport,

R; jelentése alkilcsoport, alkinilcsoport, cianocso-
port, alkoxicsoport, hidrogénatom, halogén-
atom, arilcsoport vagy alkenilcsoport.

Tovabbi példaként emlithet6k az O-hidroxi-a-me-

til-cinnamoil-szarmazékokbol levezethetd csoportok.

Fotokémiailag eltavolithatd véddcsoportokat ismer-
tet példaul Patchornik: J. Am. Chem. Soc. 92, 6333
(1970); Amit és munkatarsai: J. Org. Chem., 39, 192
(1974).

Eljarhatunk ugy is, hogy a pozitiv reakcioképes cso-
portot az oldatban 1év§ reagenssel torténd reagdhtatas
elétt aktivaljuk. fgy példaul, az 5-brém-7-nitro-indolin-
csoport karbonilcsoporthoz kotddve 420 nm hulldm-
hosszisagu fénnyel besugarozva reakcioba vihet6.

Eljarhatunk tovabba ugy is, hogy a kapcsolémoleku-
14n reakcioképes csoportként valamely negativ, fénnyel
aktivalhatoé csoportot, igy cinnaméatcsoportot alkalma-
zunk.

A reakcioképes csoport emellett aktivathaté vagy
dezaktivalhaté példaul elektronnyaldb, rontgensu-
garzas vagy barmely mas sugdrzas segitségével. Az
elektronnyaldbbal aktivilhatd reakci6képes csopor-
tokra példaként emlithetd a szulfonilcsoport. Az aktiva-
lasra alkalmazhat6 tovabba valamely aramforras is. Az
egyéb alkalmazhat6 reakcioképes csoportok és aktivala-
si eljarasok a leirasban megadott kitanitas alapjan szak-
ember szimara nyilvanvaldak.

Mint az 1. 4brabdl lathatd, a kapcsolodé molekula-
kat példaul egy 8 maszkon keresztiil a félvezetSiparban
ismert fotolitografids modszerrel vilagitjuk meg [Sze:
VLSI Technology, McGraw—Hill (1983); Mead és
munkatarsai: Introduction to VLSI Systems, Addi-
son—Wesley (1980)]. A fény kozvetleniil a védScsopor-
tot hordozé feliiletre vagy a hordozé hatoldalara iranyit-
hat6, amennyiben a hordozo 4tlatsz6 a védbcsoport elta-
volitasara alkalmazott hullimhosszisaga fény vonatko-
zésaban. Az 1. 4bran szerepl megoldés szerint a fényt
a hordozénak a védBcsoportokat hordozo feliiletére ira-
nyitjuk. Az 1. dbra a maszk alkalmazasénak technikajat
mutatja be pozitiv reakcioképes csoportok esetén, ami-
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kor is a kapcsolodd molekuldkat a 10a és 10b teriilete-
ken aktivaljuk, és a funkcids csoportokat reagiltatjuk.

A 8 maszk lehet példaul valamely atlatsz6 hordozo-
anyag, amely a megfelel§ teriileteken szelektiven atlat-
szatlan anyag rétegével van bevonva. Az atlatszatlan
anyag részfeliileteit eltivolitjuk, és az atlatszatlan anya-
got a hordozo feliiletén megkivéant pontos mintanak meg-
felel6en hagyjuk meg. A maszkot a hordoz6 feliiletének
kozelében helyezziik el, vagy az 1. abran lathaté médon
kozvetleniil a hordozé feliiletével érintkeztetjiik.
A maszk ,,nyilasai” a hordozo azon részfeliileteinek fe-
lelnek meg, ahol a hordozd fotokémiailag eltavolithatd
véddcsoportjait le kivanjuk hasitani. A kijelolést bar-
mely szokasos modon végezhetjiik, amelynek sorén pél-
daul kitizdjeleket (az dbran nem szerepel) alkalmazunk
abbdl a célbdl, hogy a maszkot pontosan a kivant minta
szerint helyezziik el. Tovabbi modszerként alkalmazha-
tok az interferometrids technikék is [példaul Flanders és
munkatarsai: App. Phys. Lett. 31, 426-428 (1977)].

A hordozén alkalmazott fény kontrasztjanak javitasa
érdekében el6nydsen kontrasztjavitd anyagot helyeziink
el a maszk és a hordoz6 kozott. Ez a kontrasztjavitd ré-
teg olyan molekulat tartalmaz, amely fény hatisira bom-
lik, ilyen példéul a kinon-tiazid, vagy olyan anyagbol
all, amely a kivant hullimhossz vonatkozasaban atlatszo-
an szintelen. Az 4tlatszéan szintelen anyagon a fény job-
ban athatol, ezért a kontraszt javul. A kontraszt javithatd
tovabba bevont optikai szalkoteg alkalmazasaval is.

Fényforrasként alkalmazhaté példdul szokasos izzo
fényforrds, 1ézer vagy lézerdioda. Amennyiben nem
kollimalt fényt sugrz6 fényforrast alkalmazunk, a fény-
nek a hordozén torténd szétszoroédasanak elkeriilése érde-
kében egy vastag vagy t6bbrétegli maszkot alkalma-
zunk. Bizonyos esetekben el6ny6s lehet olyan csoport al-
kalmazésa, amely kiilonb6zé hullamhossziisighi fényre
érzékeny, és igy konnyen szabalyozhatjuk a szintézist.
fgy példaul kiilonbozé hullamhosszisdgokra érzékeny
csoport alkalmazasa lehetGvé teszi a polimer szintézise
sordn az elagazas helyének pontos meghatarozasat, vagy
egyes maszkirozé 1épések elhagyasat. A reakcioképes
csoportok néhany példajat és az eltavolitisukra alkalmaz-
hat6 hulldmhosszusagot az 1. tibldzatban adjuk meg.

1. tablazat
Véddcsoport Eltavolitasra
alkalmas fény
hulldmhossza (nm)
Nitro-veratril-oxi-karbonil-csoport uv
(NVOOQ) (300400 nm)
Nitro-benzil-oxi-karbonil-csoport uv
(NBOC) (300-350 nm)
Dimetil-dimetoxi-benzil-oxi-kar- uv
bonil-csoport (280-300 nm)
5-Brém-7-nitro-indolinil-csoport UV (420 nm)
o-Hidroxi-o-metil-cinnamoil-cso- uv
port (300-350 nm)
2-Oxi-metilén-antrakinon UV (350 nm)

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

A taldlmany szerinti megoldast els8dlegesen Ggy is-
mertetjiik, hogy a hordozé egyes részfeliileteinek besu-
garzasdhoz maszkot alkalmazunk, ennek ellenére mas
technikék is felhasznalhatdk. igy példaul a hordozo el-
helyezhetS valamely modulélt 1ézer vagy diéda fényfor-
ras alatt is (4 719 615 szdmG USA-beli szabadalmi le-
iras). Tovéabbi példaként emlithet6 a 1ézer galvanomet-
rids scanner alkalmazasa. Eljarhatunk tovébbé ugy is,
hogy a szintézist valamely szokésos folyadékkristalyon
(amely ,.fényszelepként” mikodik), vagy optikai sza-
lakbol &ll6 fényforrason vagy azzal érintkeztetve végez-
zikk. A folyadékkristalyok megfeleld moduldlasival a
fényt szelektiven szabélyozni tudjuk tigy, hogy az csak
a hordozo kijelolt részfeliileteivel érintkezzen. Alterna-
tiv moédon, a szintézis megvalosithaté példaul valamely
optikai szalkoteg végén, amellyel a fényt szelektiven
iranyitani tudjuk. Szakember szamara nyilvanvalg,
hogy a fénybesugarzas helyének szabalyozdsira mas
megoldasok is alkalmazhatok.

A hordozé besugérzdsat végezhetjiik oldat jelenlété-
ben (az abran nem szerepel) vagy annak tavollétében,
bar elénydsen oldat jelenlétében dolgozunk. Az oldat
olyan reagenseket tartalmaz, amelyek megakadélyoz-
zak, hogy a besugarzs kozben képz6dé melléktermé-
kek részt vegyenek a polimer szintézisében. Az ilyen
melléktermék lehet példaul szén-dioxid, nitrozo-karbo-
nil-vegyiilet, sztirolszarmazék, indolszdrmazék, és
ezek fotokémiai reakciéval képz8dé szidrmazékai.
Emellett, az oldat tartalmazhat olyan reagenseket is,
amelyek dsszehangoljak a hordozé refrakcids indexét.
Az oldathan alkalmazhat6 reagensekre tovdbbi példa-
ként emlithetk a savas vagy bazikus pufferek, tiolok,
szubsztitualt hidrazinok és hidroxil-aminok, redukalo-
szerek (példaul NADH), valamint olyan reagensek,
amelyek egy adott funkcids csoporttal reakcidba lépnek
(példaul aril-nitrozé-vegyiilet+ glioxilsav =aril-formhid-
roxamat +szén-dioxid).

A besugirzasi 1épéssel egy idSben vagy azt kove-
téen a kapcsolomolekuldkat mossuk vagy mas médon
egy elsé monomerrel érintkeztetjiik (lasd 2. dbra, 12a
és 12b részfeliletén A). Az els6 monomer reakcioba
Iép a fénnyel kezelt kapcsolomolekuldk aktivalt funk-
ci6s csoportjaval. Az els6 monomer, amely el3nydsen
valamely aminosav, egy fotokémiailag eltavolithatd
véddesoportot hordoz. A monomeren 1évé véddcsoport
lehet azonos a kapcsolomolekuldn alkalmazott véddcso-
porttal, vagy attol eltér6, elénydsen a fent emlitett véds-
csoportok valamely tagja. Eljarhatunk gy is, hogy az
A monomer védScsoportjaként NBOC- vagy NVOC-
csoportot alkalmazunk.

Mint a 3. 4bribol lathat6, ezutin a maszkot 4thelyez-
ziik ugy, hogy az ezt kdvet6 ismételt besugirzasnal a
14a és 14b részfeliileteken elhelyezked kapcsolémole-
kulak véddcsoportjat tavolitjuk el és funkcids cso-
portjat aktivaljuk, ahol az emlitett részfeliiletek azono-
sak az elGzetes maszkirozd lépésben védett részfe-
liiletekkel. Eljérhatunk gy is, hogy az els6 maszk athe-
lyezése helyett egy masodik maszkot alkalmazunk. El-
Jarhatunk tovabba tgy is, hogy az egymast kovetd 1épé-
sekben tobb lépésen keresztiil ugyanazt a részfeliiletet
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sugarozzuk be. Mint a 3. 4brabal lathato, bizonyos ese-
tekben el6nyos, ha a besugéarzott részfeliileteket egy-
mastol elvalasztjuk. A megfelel§ kijelolési tiréshatar-
hoz mintegy 1-5 pum-es elvalasztas elegendd.

Mint a 4. abrabol lathatd, a hordoz6t ezutin egy B
masodik védett monomerrel kezeljilk (l4sd 16a és 16b
részfeliileteken B). A hordozot ezutan ismét maszkiroz-
zuk, majd a 12a részfelilleten A-n és a 16b részfe-
lilleten B-n eltavolitjuk a véd8csoportot és aktivaljuk a
reakcidképes csoportot. A hordoz6t ezutén ismét B mo-
nomerrel kezeljiik, amelynek soran a 6. dbran mutatott
szerkezetet kapjuk. A hordozén a B-A és B-B di-
mereket allitjuk elS.

A maszkirozasi és az A monomerrel végzett rea-
galtatasi 1épések Gjabb sorozatdval a 7. dbran mutatott
szerkezetet kapjuk, ami a B és A monomerekbdl lehet-
séges valamennyi dimert, vagyis a B—A, A-B, A-A
és B—B dimereket eredményezi.

A hordozd, a szintézis teriilete, valamint az egyes
polimerek elGallitisara alkalmazott teriilet mérete és
alakja tetsz6leges. Lehet példaul négyszogletes, ellip-
szis alaku, téglalap, haromszog, kor vagy ennek részei,
valamint barmely szabalytalan geometriai forma. Meg-
felelé mennyiségd polimer el6allitdsa érdekében egy
adott hordoz6 tobb részfeliiletén azonos szintézist vég-

A hordozon talathato 12 és 16 szakaszok feliilete 4l-
taldban 1-10-2 cm?2, ezen beliil eldnydsen legfeljebb
10-! cm? vagy 10-2 cm2. A 12 és 16 részfeliiletek mére-
te elénydsen mintegy 10x 10 um és 500x500 pm ko-
ZOtt van.

A talalminy megvalositisa soran eljarhatunk agy,
hogy egyetlen hordozdn tobb, mint 10 kiilénb6z6 mo-
nomer szekvenciat, elénydsen tobb mint 100 kiilonbo-
z6 monomer szekvenciat allitunk el8, bar az egyetlen
hordozén eléallitott kilonbozd szekvencidk szama
meghaladhatja a 103 értéket. Természetesen, a hordozo
valamely monomer szekvencia eldallitisara alkalma-
zott részfeliiletén elénydsen lényegében tiszta mo-
nomer szekvenciat szintetizalunk. Eljarhatunk azonban
Gigy is, hogy a hordozé egyes részfeliiletein szintetizalt
polimer szekvencia tisztasaga legalabb 1%, 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% vagy 99%.

Eljarhatunk tovabba gy is, hogy egy adott részfe-
liileten beliil szandékosan tébb szekvenciat allitunk eld,
majd a biologiai aktivitas gyors vizsgalata utdn az adott
részfeliileteken a szignifikans kot6dést mutatd anya-
gokat szintetizaljuk tovabb.

A 8A. 4bra egy polimer hordozon torténd el6allitasa-
ra alkalmas 100 reaktorrendszer egyik eldnyds kialaki-
tasi formajat mutatja vazlatosan. A reaktorrendszer egy
102 reaktortestb6l és annak felilletén kialakitott
104 reaktortérbdl all. A 104 reaktortér mélysége mint-
egy 50—1000 pm, elénydsen mintegy 500 pm.

A reaktortér aljan el6nyosen adott rendszerben elhe-
lyezett 106 kiszogellések vannak kialakitva, amelyek az
4bra sikjaban és az abra sikjaval parhuzamosan helyez-
kednek el. A kiszogellések mélysége eldnydsen mint-
egy 50~200 pum, tdvolsaguk mintegy 2-3 mm. A kiszo-
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10

gelések feladata, hogy a jobb elkeveredés érdekében tur-
bulens dramlast hozzanak létre. A reaktortér aljanak fe-
lillete elénydsen fényelnyels anyagbol van kialakitva,
és igy megakadalyozza a rées6 fény visszaver8dését.

A 112 hordozé a 104 reaktortér felett van elhelyez-
ve. A hordozé 114 also feliiletén fotokémiailag eltavo-
lithaté véddesoporttal, igy NVOC véddesoporttal van
ellatva, amely adott esetben kapcsolémolekulan keresz-
tiil kapcsolodik. A hordozd el6nydsen széles spekt-
rumu fény vonatkozisiban Atlitszo, de alkalmazhato
olyan hordoz6 is, amely csak az eltdvolitand6 véddcso-
portnak megfeleld hullamhossziisagi fény vonatkozasa-
ban 4tlatszo6 (példaul NVOC esetében UV fény). Hordo-
z6ként alkalmazhaté példéul kozonséges mikroszkop-
iiveglemez, vagy fedGlemez. A hordozd el6nydsen
olyan vékony, amilyen vékony csak lehet, de emellett
megfeleld fizikai alatdmasztast kell biztositania. A hor-
doz6 vastagsiga altaliban legfeljebb 1 mm, elénydsen
legfeljebb 0,5 mm, kilonosen el6nyosen legfeljebb
0,1 mm, ezen beliil legfeljebb 0,05 mm. Hordozéként
alkalmazhat6 tovabba kvarc vagy szilicium-dioxid is.

A hordozé és a reaktortest tovabbi feladata, hogy
egy 108 bedmlbnyilas és egy 110 kioml6nyilds kivételé-
vel lezdrja a reaktorteret. A megfeleld zards érdekében
a reaktortest és a hordoz6 ellathat6 egy vagy tobb tomi-
téssel. Ez eldnydsen megvaldsithaté dgy, hogy a
reaktortest két koncentrikus tomitéssel van ellatva, és a
kozrefogott teret vakuum alatt tartjuk, igy biztositva a
hordoz6 megfelelé felfekvését.

A reaktortérbe a beomliGnyilason keresztiil folyadé-
kot vezetiink be egy 116 szivattyl segitségével, amely
lehet példaul egy B-120-S modell (Eldex Laborato-
ries, USA). A kivalasztott folyadékot a szivattyu segit-
ségével ataramoltatjuk a reaktortéren, majd elvezetjiik
a kidbml6nyildson keresztiil, és ezutdn visszavezetjilk
vagy elvezetjiikk. A reaktor kivént esetben ultrahangos
besugarzassal kezelhetd, és/vagy melegithetd az elkeve-
redés elsegitése érdekében.

A 112 hordozo felett egy 120 lencse van elhelyez-
ve, amely lehet példiul egy 50,8 mm-es 100 mm f6-
kusztivolsaga fuziondlt szilicium-dioxid-lencse. Kom-
pakt rendszer kialakitasa érdekében a hordozoéra egy
122 fényvisszaverd tiikor irdnyitja a 124 fényforrasbol
szarmazo fényt. A 124 fényforras lehet példaul xenon
(Hg) fényforras (Oriel, 66024 cikkszdm). A maszk ké-
pét egy 126 masodik lencse vetiti ra a 112 hordozora.
A litografidnak ezt a formajat vetitéses masoldsnak ne-
vezziik. Nyilvanvalo, hogy megfelel6 elrendezésben a
megkozelitéses atmasolas és birmely méas modszer is al-
kalmazhato.

A fényforrasbol szarmazo6 fény a 128 maszk hatdsa-
ra csak egyes helyeken éri el a hordozot. A 128 maszk
lehet példaul maratassal kromozott iiveglemez.
A 128 maszk kivant esetben atlatszo helyekbdl és atlat-
szatlan helyekbdl all6 racsozattal lathatd el. Maszkként
elényosen alkalmazhatok a Photo Sciences Inc. (USA)
termékei. A fény szabadon 4thatol a maszk atlatsz6 sza-
kaszain, de visszaverddik vagy elnyelddik a tobbi sza-
kaszokon. Ennek kdvetkeztében a fény csak a hordozd
kivalasztott részfeliileteit éri el.
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Mint fent emlitettiik, a hordozo részfeliileteinek sze-
lektiv besugarzasara a szokasos maszkok mellett fény-
szelepek (folyadékkristalyok) is alkalmazhatok. Emel-
lett, optikai szalakbol kialakitott sik tircsa (példaul
Schott Glass Inc., USA) is alkalmazhat6 a maszk
kontrasztjanak fokoziséra, vagy a fény meghatarozott
részfeliiletre torténd iranyitasara. Az ilyen sik tarcsat
kozvetleniil a 8A. abran 4brazolt reaktorban elhelyezett
hordozo felett vagy magén a hordozén helyezziik el.
A kontraszt javitdsara tovabbi elemként alkalmazhatok
rovarszemlencsék, valamint bevont optikai szélakbol ki-
alakitott sik tarcsak is.

A fény hullimhosszis4ganal kisebb részfeliiletek be-
sugarzasara ennél fejlettebb technikét kell alkalmazni.
Ennek sorén példaul a fényt példaul mikropipetta csu-
csan elhelyezett molekuldris mikrokristdlyok segitségé-
vel irdnyitjuk a hordozéra. Ilyen eszkozoket ismertet
Lieberman és munkatérsai: Science, 247, 59—61 (1990).

Miikddés kozben a hordozé a reaktortéren helyezke-
dik el és lezarja azt. A hordozé elGallitasinak vala-
mennyi 1épését helyi megvilagitassal, elsGdlegesen vagy
kizardlag a védcsoport eltavolitasihoz alkalmazott tarto-
manyon kiviil esd hullimhossziisaga fénnyel végezzik.
igy példaul, NVOC esetében a helyi megvildgitishoz
szokésos sotétkamra-megvilagitast alkalmazzuk, amely
csak legfeljebb kevés UV fényt tartalmaz. Az egyes mii-
veleteket elénydsen szobahémérsékleten hajtjuk végre.

Az elsd, védécsoport-eltavolito folyadékot (mo-
nomer nélkiil) atiramoltatjuk a reaktortéren. Oldatként
elénydsen kénsav dioxanban felvett 5 mmol/l koncent-
raci6ju oldatat alkalmazzuk, ami protonélja az aktivalt
aminocsoportokat, és csokkenti a fotolizis melléktermé-
kével szembeni reakcioképességiiket. A védBcsoport-
eltavolito folyadékban fényelnyel6 anyagok, igy N,N-
dietil-amino-2,4-dinitro-benzol alkalmazhaté a fény el-
nyelése, a visszaverddés megakaddlyozasa és a nemki-
vanatos fotolizis elkerilése érdekében.

A lemezt ezutan a maszkon keresztiilhalado fénysu-
gar Gtjaba helyezziik azért, hogy a hordozén besugi-
rozzuk az elsé részfeliileteket, és igy eltdvolitsuk a
védbcsoportokat. A hordozét altaldban mintegy
1-15 percen keresztill, eldny6sen 10 percen keresztiil
10—-20 mW/cm? intenzitast, és 365 nm hulldamhosszi-
sagh fénnyel vilagitjuk meg. A lemezeket a fotolizis
utan példaul metilén-kloridban felvett diizopropil-etil-
amin (DIEA)-oldattal mintegy 5 percen keresztiil sem-
legesitjiik (vagyis pH=7 értékre llitjuk).

Az els6 monomert ezutdn a hordozoé els6 részfe-
lilleteihez kotjiikk. Besugdrzas utdn a lemezt eltavolit-
juk, az egészet kezeljiik, majd ismét az dramlési cellaba
helyezziik. Eljarhatunk gy is, hogy az, elénydsen védg-
csoporttal védett, elsé monomert tartalmaz6 folyadékot
dramoltatunk 4t a reaktortéren a 116 szivatty segitségé-
vel. Ha a hordoz6 els6 részfeliiletein egy Y aminosavat
kivanunk megkétni, akkor (a-nitrogén-atomjan véds-
csoportot hordozé) Y aminosavat a monomer aktivala-
sahoz sziikséges reagensekkel és/vagy hordozéanya-
gokkal egyiitt egy 118 taroloedénybdl a szivattyin ke-
resztiil ataramoltatjuk a reaktortéren, majd a kidmldnyi-
lason keresztiil visszavezetjiik a szivattyihoz.
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A monomert hordozé oldat eléallitaisahoz elényd-
sen egy elsé oldatot (tovabbiakban A oldat) és egy ma-
sodik oldatot (tovabbiakban B oldat) keveriink. A 2. tdb-
lazatban egy A oldatként alkalmazhato elegy Osszetéte-
1ét adjuk meg.

2. tablazat
A monomer hordozooldat osszetétele

100 mg NVOC aminocsoporttal védett aminosav
37 mg HOBT (1-hidroxi-benzotriazol)

250 ul DMF (dimetil-formamid)
86 ul DIEA (diizopropil-etil-amin)

Egy B oldat példaszerii dsszetételét a 3. tablazat mu-
tatja. Az A és B oldatokat dsszekeverjiik, és szobahSmér-
sékleten mintegy 8 percen keresztiil reagiltatjuk, majd
2 ml DMF-fel higitjuk, és 500 pl-es részletekben a le-
mez felilletére adagoljuk, vagy az oldatot a
reaktorrendszeren keresztiilaramoltatjuk, és szobah6mér-
sékleten mintegy 2 6ran keresztill reagiltatjuk. A lemezt
ezutan DMF-vel, metilén-kloriddal és etanollal mossuk.

3. tablazat
B monomer hordozdoldat Osszetétele

250 pl DMF
111 mg BOP (benzo-triazolil-n-oxi-trisz(dimetil-ami-
no)-foszfonium-hexafluor-foszfat)

Mikézben a megkotendé monomert tartalmazé ol-
dat a reaktortéren keresztiilaramlik, az aminosav vagy
az egyéb monomer karboxiterminélis végén a hordoz6
védBesoportjatol megfosztott aminocsoportjaival rea-
gal. Bar a taldlmany szerinti megoldast Gigy mutatjuk
be, hogy a monomer a reaktortéren keresztiildramlik, a
talalmany megvalosithat6 ugy is, hogy a lemezt eltavo-
litjuk a reaktorbol, és egy megfelelé monomeroldatba
meritjik.

Az els6 monomer hozzdad4sa utin az elsé ami-
nosavat tartalmazé oldatot kioblitjitk a rendszerbdl. Meg-
feleld mennyiségii DMF/metilén-klorid AtAramoltatasa
altalaban elegendd az aminosav eltdvolitasara (a sziiksé-
ges mennyiség mintegy a reaktortér és a kapcsolodo ve-
zetékek térfogatanak 50-szerese), a maszkot vagy a hor-
dozot visszahelyezziik, vagy egy ij maszkot helyeziink
el tigy, hogy a hordoz6 masodik részfeliileteit vilagitsuk
meg, és a 124 fényforrassal elvégezziikk a masodik meg-
vilagitast. Ez a hordoz6 masodik részfeliiletein tavolitja
el a védBcsoportokat, és ezt a folyamatot a kivant po-
limer szekvencia el6allitasaig ismételjik.

A kapott hordozoészarmazékot ezutdn a kivant recep-
torral, elénydsen jelolt receptorral, példaul flureszcens
markerrel jelolt receptorral kezeljiik ugy, hogy a recep-
tor oldatat vagy szuszpenzi6jat a reaktortéren ataramol-
tatjuk, vagy a lemez feliiletével érintkeztetjiik. A recep-
tor a hordozénak a megfeleld komplementer szekven-
ciat tartalmazo adott részfeliiletein kot6dik meg.

Az antitesteket altaldban ugynevezett ,,szuperkoktél-
ban” szuszpendaljuk, amely lehet példaul mintegy 1 t6-
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meg%-0s BSA (borjuszérum-albumin), 0,5 tomeg%
Tween PBS-ben (foszfattal pufferolt sdoldatban) felvett
oldata. Az antitestet a szuperkoktélpufferben példaul
mintegy 0,14 pg/ml végsé koncentraciora higitjuk.

A 8B. abra a 8A. abra szerinti reaktorrendszer egy
masik kialakitasi modjat ismerteti. Ennek értelmében a
128 maszkot kozvetlenill érintkeztetjik a hordozoval.
A maszk maratott részeit elényosen ugy helyezziik el,
hogy csokkentsék a fényszorddas hatasat. Ennél az el-
rendezésnél nincs sziikség a leképezéshez a 120 lencsé-
re és a 126 masodik lencsére, mivel a maszk a hordoz6
kozvetlen kozelében van elhelyezve.

A jel/zaj viszony novelése érdekében eljarhatunk
ugy, hogy a hordozot egy elsd jeldlt vagy jeloletlen re-
ceptorral kezeljiik, majd egy jelolt masodik receptort
(példaul antitestet) alkalmazunk, amely az elsG recep-
tor helyein kot6dik. Ha példaul az elsé receptor egy
elsd éllatfajbol szdrmazé antitest, akkor a masodik re-
ceptor egy masodik fajbol szadrmazo, és az els6 faj vo-
natkozasiban epitép antitestszarmazék. Egérantitest
esetében példaul az antitest helyeihez fluoreszcens jeld-
lésl antiegér kecskeantitest vagy antiszérum kothetd,
¢s a fluoreszcens sugarzast az egérantitest kotGdésével
kapott sugarzashoz viszonyitjuk. Ez az eljaras tovabbi
antitestekkel (példaul kecske-egér-kecske antitesttel)
megismételhetd, és igy ujabb jelek nyerhetSk.

Az eljaras megvaldsitasa sordn elényosen gy ja-
runk el, hogy t6bb maszkot alkalmazunk megfeleld sor-
rendben. Egy adott monomerszetbdl kiindulva egyetlen
maszk alkalmazasaval az Gsszes lehetséges polimer el6-
allithato.

Ha példaul a négy alapbazisbol a lehetséges Osszes ti-
zenhat dinukleotidot elé akarjuk allitani, egy 1 cm
¢lhosszisagh négyzetes szintézisszakaszt teljesen egyen-
16 16 darab boxra osztunk, amelyek szélessége egyen-
ként 0,25 cm. A négy monomeregységet A, B, C és D
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betiikkel jeloljik. Az elsé reakcidkat négy fiigglleges
oszlopban végezziik, amelyek szélessége 0,25 cm. Az
els6 maszkkal a bal oldali boxok oszlopat aktivaljuk, és
idekapcsoljuk az A monomert. A méasodik maszkkal a
kovetkez6 oszlopot aktivaljuk, ahova a B monomert kap-
csoljuk. Ezt kdveti a harmadik maszk a C oszlopra és az
utols6 maszk a jobb oldali oszlop aktivaltasara, ahol a D
monomert kapcsoljuk. Az elsé, mésodik, harmadik és
negyedik maszk lehet ugyanaz a maszk, amelyet kiilon-
bo6z6 irdnyokba eltolunk.

A folyamatot vizszintes irinyban megismételjiik a di-
mer masodik egységére. Ezttal a maszkokkal vizszintes
sorokat aktivalunk ismét 0,25 cm szélességben. Az A, B,
C és D monomereket egyméds utin kapcsoljuk, amelynek
soran olyan maszkokat alkalmazunk, amelyek vizszintes
irdnyban negyedelik a reakciéteret. A kapott hordoz6 a le-
hetséges valamennyi tizenhat dinukleotidot tartalmazza.

A dinukleotid elGallitasara alkalmazott nyolc maszk
eltolasaval vagy forgatissal egymasba atalakithaté.
A gyakorlatban egy maszk elegendd mind a nyolc lépés-
hez, ha azt megfelelden forgatjuk és eltoljuk. Igy pél-
daul egyetlen atlatszd szakaszt tartalmazé maszk fel-
hasznalhaté a négy fugglleges oszlop aktivalasara,
majd ha ezutan 90 fokban elforgatjuk, ugyanigy alkal-
mazhat0 a vizszintes sorokra is.

A 4. és S. tablazat egy Quick Basic nyelven irt egy-
szeri komputerprogramot abrazol harom monomerbdl
(maradékbol) allo polimerlanc elGallitasahoz sziikséges
maszkirozas és mintakivitel megtervezéséhez, ahol a
polimer lanc hérom kiilénb6z6 monomert tartalmaz az
elsd szinten, négy kiilonb6z6 monomert a masodik szin-
ten és ot kiilonb6zé monomert a harmadik szinten, ahol
a szintek savosan helyezkednek el. A program kimene-
tén a cellak (boxok) szama, az egyes maszkokon Iévd
savok szama, és az egyes aktivalasi 1épésekhez sziiksé-
ges maszkeltolasi lépések szama jelenik meg.

4. tablazat
Maszkirozas programja

DEFINT A-Z
DIM b (20), w (20), 1 (500)

FS - "LPTI:”

OPEN fS FOR OUTPUT AS #1

jmax — 3 ’Number of residues
b(1)-3:b(2)-4:b(3)-5
g-1l:Imax (1) -1

FORj - 1 TOjmax: g — g *b (j): NEXTj

w0 -0w(l)-g/b()

PRINT #1, "MASK2.BAS”, DATES, TIMES: PRINT #1.

PRINT #1, USING "Number of residues — ##”; jmax
FOR j — 1 TO jmax
PRINT #1, USING ”
NEXT j

PRINT #1, ”

Residue ##

PRINT #1, USING "Number of cells—####"; g; PRINT #1,

12

’Number of building blocks for res 1, 2, 3

## building blocks™; j; b (j)
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4. tablazat (folytatds)
FOR j — 2 TO jmax
Imax (j) — Imax (j-1) * b(j-1)
w () -w(G-D/b()
NEXT j

FOR j #1 TO jmax

PRINT #1, USING "Mask for residue ##”; j: PRINT #1.

PRINT #1, USING”  Number of stripes — ###”; Imax (j)

PRINT #1, USING™  Width of each stripe — ###”; w (j)

FOR 1 - 1 TO Imax (j)

a1+ (I-1) * w(j-1)

ae—-a+w()-1

PRINT #1, USING ” Stripe ## begins at location ### and ends at ##”; |; a; ae
NEXT 1

PRINT #1,

PRINT #1, USING”  For each of ## building blocks, translate mask by ##
cell (s)”; b (); w (j),

PRINT #1,: PRINT #1,: PRINT #1,

NEXT j

© Copyright 1990. Affymax N. V.

5. tablazat
Maszkirozas kivitele

Maradékok szama=3

1. maradék 3 épitési blokk

2. maradék 4 épitési blokk

3. maradék 5 épitési blokk
Cellak szama=60
1. maradék maszkja

Savok szdma=1

Savok szélessége=20 cella

1. sév eleje 1. helyzet, vége 20. helyzet

A 3 épitési blokk mindegyikéhez a maszkot 20 cellaval eltolni.
2. maradék maszkja

Savok szama=3

Séavok szélessége=>5

1. sav eleje 1. helyzet, vége 5. helyzet

2. sav eleje 21. helyzet, vége 25. helyzet

3. sav eleje 41. helyzet, vége 45. helyzet

A 4 épitési blokk mindegyikéhez a maszkot 5 cellaval eltolni.
3. maradék maszkja

Savok szama=12

Sévok szélessége=1
. sdv eleje 1. helyzet, vége 1. helyzet
. sav eleje 6. helyzet, vége 6. helyzet
. sav eleje 11. helyzet, vége 11. helyzet
. sav eleje 16. helyzet, vége 16. helyzet
. sdv eleje 21. helyzet, vége 21. helyzet
. sv eleje 26. helyzet, vége 26. helyzet
. sév eleje 31. helyzet, vége 31. helyzet
. sdv eleje 36. helyzet, vége 36. helyzet
. sav eleje 41. helyzet, vége 41. helyzet
10. sav eleje 46. helyzet, vége 46. helyzet
11. sav eleje 51. helyzet, vége 51. helyzet
12. sav eleje 56. helyzet, vége 56. helyzet
Az 5 épitési blokk mindegyikéhez a maszkot 1 cellaval eltolni.

N 00O R W N

Copyright 1990, Affymax N. V.
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A 9. dbra a hordozon 1évé fluoreszcens jelolési re-
ceptorok detektalasara alkalmas fluoreszcens detektor
egyik kiviteli alakjat mutatja. A 112 hordozét egy
202 X/Y transzlacios tablara helyezziik. X/Y transzla-
cios tablaként el6nyOsen alkalmazhaté a
PM500-A1 nevi modell (Newport Corporation,
USA). Az X/Y transzlacios tabla egy megfelel6en prog-
ramozott digitalis 204 komputerhez kapcsolodik, és az
szabalyozza. Komputerként el6nyosen alkalmazhaté va-
lamely IBM PC/AT vagy AT kompatibilis komputer.
Természetesen, mds, specialis céli hardware-rel ella-
tott komputerrendszerek is alkalmazhatok a példaként
emlitett AT komputer helyett. A transzlaciés és adat-
gyljtési funkcidkhoz szitkséges software a kereskedel-
mi forgalomban kaphaté software-ek, példiul a Lab
Windows (National Instruments, USA) alapjan
konnyen elGallithato.

A hordoz6 és az X/Y transzlacios tabla egy 206 mik-
roszk6p alatt helyezkedik el, amely egy vagy tobb
208 objektivet tartalmaz. Egy 210 lézer, amely lehet
peldaul egy 2020-05 modellszami argonionlézer
(Spectraphysics, USA) fénysugarat (mintegy 488 nm)
egy dikroitikus 207 tikkron keresztiil, amely visszaveri
a 488 nm hullamhosszisagh fényt, de atengedi a leg-
alabb 520 nm hulldmhosszisign fényt, a hordozéra ira-
nyitjuk. A dikroitikus 207 tiikor lehet példaul egy
FT510 modellszamu tiikor (Carl Zeiss, Németorszag).
A tiikor altal visszavert fény belép a 206 mikroszkop-
ba, amely lehet példaul egy Axioscop 20 modellszami
mikroszkép (Carl Zeiss, Németorszag). A hordozon
1évé fluoreszcens jelolési anyag 488 nm hulldmhosszi-
sagnal nagyobb fénynél fluoreszkalni fog, és ezt a fluo-
reszcens fényt 6sszegyjti a mikroszkop, majd a titkkron
keresztiil egy 209 hullamhosszsziirdre, és ezen keresz-
till egy 211 aperturalemezre vetiti. A 209 hulldimhossz
szlr lehet példaul egy OG530 modellszamu szird
(Melles Griot, USA), és a 211 aperturalemez lehet pél-
daul egy 477352/477380 modellszam lemez (Carl Ze-
iss, Németorszag).

A fluoreszcens fény ezutin egy 212 fotonerdsitGbe
keriil, amely lehet példaul egy R943-02 modellszdmu
er6sité (Hamamatsu, Japan), majd a jelet egy 214 eld-
erGsitében felersitjiik, és a fotonokat egy 216 foton-
szamlaloban szamoljuk. A fotonok szamat a 204 kom-
puterben a hely fiiggvényében taroljuk. A 214 elGerdsi-
t6 lehet példaul egy SR440 modellszami erdsité (Stan-
ford Research Systems, USA) és a 216 fotonszamlalo
lehet példaul egy SR400 modellszami szamlalo (Stan-
ford Research Systems, USA). A hordozot ezutan a ko-
vetkezd helyzetbe allitjuk, és a folyamatot megismétel-
jik. Elényosen ugy jarunk el, hogy minden 1-100 pm
tavolsigban adatot gydjtink egy el6nydsen mintegy
0,8-10 pm atmérgjii teriiletr8l. Megfelel6en intenziv
fluoreszcens sugarzas esetén széles spektrumi CCD-
detektor is alkalmazhato.

Egy adott teriileten a 1ézer hatasara generalt fotonok
szamanak meghatarozasaval lehetvé valik a hordozon
talalhato fluoreszcens jel6lésl molekuldk helyének azo-
nositdsa. Ennek kovetkeztében egy lemez feliiletén szin-
tetizalt polipeptidmatrix esetében lehetdve valik azok-
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nak a polipeptideknek az azonositasa, amelyek komple-
menterek a fluoreszcens jel6lést receptorral.

A hordozoéra vetitett fény intenzitasat és idGtartamat
elényosen a lézer energidjanak és az erny6 helyzetének
valtoztatasaval szabalyozzuk, és a fluoreszcens emisszio
maximalizilasival és a hattérzaj minimalizalasaval javit-
juk a jel/zaj viszonyt.

A fentiekben jelolt receptorok detektalasira alkal-
mas detektort ismertetiink, de a taldlmany szerinti meg-
oldas mas teriileteken is alkalmazhatd. Ennek kovetkez-
tében az ismertetett detektor felhasznalhato katalizator-
rendszerek, DNS és fehérjegél vizsgélatara is.

A taldlmany szerinti megoldassal kapott jel/zaj vi-
szony olyan magas, hogy nemcsak egy ligandumhoz k6-
t3d6 receptor jelenléte vagy tavolléte mutathato ki, ha-
nem vizsgélhat6 egy adott receptornak kiilonb6z6 szek-
venciakkal szemben mutatott relativ kotési affinitasa is.

A gyakorlat azt mutatja, hogy egy receptor adott sor-
rendben kiilonboz6 peptidszekvencidkhoz kotddik, de
sokkal jobban kotédik néhany adott szekvencidhoz,
mint a tobbihez. Az erds kotédési affinitdst a jelen eset-
ben az erds fluoreszcens vagy radiografias jel jelzi, mi-
vel egy adott szakaszban sok receptormolekula kotddik
az ersen kot6 ligandumhoz. Ezzel ellentétben, a gyen-
ge kot6dési affinitdst gyenge fluoreszcens vagy ra-
diografias jel jelzi, mivel a hordozo6 egy adott szakasza-
ban talalhatd, és az adott receptorra nézve kis kotési af-
finitast mutaté ligandumhoz viszonylag kisszamu recep-
tormolekula kotédik. Ez alapjan az adott ligandumot
tartalmazé részfeliileten mérhetd fluoreszcens vagy ra-
diografias jel intenzitdsa segitségével meghatarozhaté a
ligandum relativ kotési affinitasa.

A mosasi koriilmények és receptor koncentracidja
valtoztatasdval szemikvantitativ adatok nyerhetk az af-
finitasra. Ez példaul ismert ligandum/receptor -pérral
torténd osszehasonlitast tesz lehetGvé.

A talalmény szerinti megoldast kozelebbrdl az alab-
bi példakkal mutatjuk be. Az egyes miiveleteket ellenté-
tes megjelolés hidnyaban szobahémérsékleten és légko-
ri nyomason hajtjuk végre.

A) példa

A lemez eléallitasa

A reakcidképes csoportok hozzaadasa el6tt a hordo-
z6t, amely elényodsen valamely tiveghordozo, igy mikro-
szkoplemez vagy fedGlap, megtisztitjuk. Ebb6l a célbol
a lemezt példaul 12 6ran keresztiil 1 liter 95 tomeg%-os
etanolbdl, 120 ml vizbdl és 120 g natrium-hidroxidbol
4116 lagos flirdGben aztatjuk. A lemezeket ezutan folyo-
vizben lemossuk, és levegdn széritjuk, majd 95 to-
meg%-os etanollal egyszer ledblitjiik.

Ezutin a lemezeket példaul amino-propil-trietoxi-
szildnnal aminéljuk, és igy az iiveg feliiletéhez a kap-
csolomolekulakon aminocsoportokat kapcsolunk. Emel-
lett alkalmazhat6 barmely omega-helyzetben funkcids
csoportot hordozo szilan is. Az amino-propil-trietoxi-
szildnt altaldban 0,1 tdmeg% koncentricidjh, elényo-

s pe

s

mazzuk. A 0,1 témeg% koncentracioji oldat eléallitasa-
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boz 100 ml 95 témeg%-os, vizes etanolhoz 100 pl ami-
no-propil-trietoxi-szilant adunk. Az elegyet egy razobe-
rendezésben mintegy 5 percen keresztill szobahémér-
sékleten kevertetjiik, majd a letisztitott lemez egyik ol-
dalara 500 pl elegyet adunk. 4 perc elteltével a lemeze-
ket dekantaljuk, és haromszor 100%-os etanolba merit-
ve leoblitjik.

Szaradas utin a lemezeket mintegy 20 percen ke-
resztiil 110—120 °C hémérsékletli vakuumkamraba he-
lyezzik, majd argonatmoszféra alatt mintegy 12 6ran
keresztiil szobah8mérsékleten tartjuk. A lemezeket ez-
utan DMF-oldatba meritjiik, majd metilén-kloriddal ala-
posan atmossuk.

A lemezek aminalt feliiletét ezutdn mintegy 500 pl
30 mmol/l koncentraci6jii, DMF-ben felvett NVOC-
GABA (gamma-amino-vajsav) NHS (N-hidroxi-szukci-
nimid)-oldattal kezelve minden aminocsoporthoz egy
NVOC-GABA részt kapcsolunk.

A feliiletet DMF-fel, metilén-kloriddal és etanollal
mossuk.

A felilleten 1év6 reagalatlan amino-propil-szilant,
vagyis azokat az aminocsoportokat, amelyekhez nem
kapcsolodik NVOC-GABA, a tovabbi reagalas megaka-
délyozasa érdekében acetilcsoporttal lezarjuk. Ebb6l a
célbol a feliiletet 1 6rdn keresztiil ecetsavanhidrid/piri-
din 1:3 ariny elegyével kezeljiik. A lezdrashoz ecetsav-
anhidrid helyett alkalmazhat6 trifluor-ecetsavanhidrid
vagy hangyasav-ecetsavanhidrid is. Ezutan a lemezeket
ismét DMF-fel, metilén-kloriddal és etanollal mossuk.

B) példa

A és B monomerekbél dall6 nyolc trimer eléallitdasa

A 10. dbran két monomer: gly és phe (a tovabbiak-
ban A és B monomer) felhasznalasaval elGallitott nyolc
trimer lehetséges szintézisét mutatjuk be. Hordozoként
6-nitro-veratril-oxi-karboxamid (NVOC-NH) végcsopor-
tokat hordozo szilancsoportokkal ellatott iiveglemezt 4lli-
tunk el6. Reagensként a gly és phe aktiv észterét (penta-
fluor-fenil, OBT vagy hasonl6) alkalmazzuk, amelynek
aminocsoportjat NVOC segitségével védjiik. Bér a jelen
példéra nem érvényes, megjegyezziik, hogy az alkalma-
zott monomer oldallinciban talalhaté védScsoportra
nem elGiras, hogy a primer lancnal alkalmazott fény hul-
l4mhosszanal fotoreaktiv legyen.

Egy n darabbdl 4ll6 monomerkészlet esetén az /
hosszisagu dsszes lehetséges szekvencia el6allitasahoz
nx1 ciklust kell végezni. Egy ciklus az alabbi lépések-
bol all:

1. Megvilagitas egy megfelel6 maszkon keresztiil,
amellyel a kdvetkezd maradék megkotéséhez ki-
jeldlt helyen aktivéljuk az aminocsoportokat, ez-
utdn mosassal eltavolitjuk az aktivalds mellékter-
mékeit.

2. Az aktivalt és (elénydsen ugyanazzal a fotoké-
miailag eltavolithaté csoporttal) védett mo-
nomert, amely csak az 1. 1épésben kijeldlt he-
lyen 1ép reakcidba, hozzdadjuk, majd a reagens
feleslegét mosassal eltavolitjuk.

A fenti ciklust a2 monomerkészlet minden tagjaval

megismételjiik addig, amig a felillet minden helyzeté-
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ben egy maradék kotddik. Eljarhatunk Ggy is, hogy a
kiilonb6z6 maradékokat egymds utdn azonos helyzet-
ben adagoljuk, majd a kovetkezd helyzetre tovabbhala-
dunk. A ciklusid6t 4ltalaban a kapcsolési reakcié rataja
hatirozza meg, ami automatikus peptidszintetizalo be-
rendezésekben mintegy 20 perc. Ezt a 1épést adott eset-
ben védBcsoport alkalmazasa koveti, és ezzel stabilizal-
juk a sorrendet a kovetkez$ vizsgilatokhoz. A po-
limerek egyes tipusainal (példaul peptideknél) sziikség
lehet arra, hogy a teljes felszinrGl védéesoportot (az ol-
dallancok fotokémiailag eltavolithato védGesoportjait)
eltavolitsuk.

Az eljarast részletesebben 10. dbra segitségével mu-
tatjuk be. Mint a 10A. abran lathat6 a 20 iiveglemez 22,
24, 26, 28, 30, 32, 34 és 36 részfeliiletekre van osztva.
A 30, 32, 34 és 36 részfeliileteket a 10B. 4bra szerint
maszkirozzuk, és az iiveglemezt megvilagitjuk, és
A monomerrel (példaul gly) reagéltatjuk. Ennek soran
a 10C. 4bran mutatott szerkezetet kapjuk. Ezutin a 22,
24, 26 és 28 részfeliileteket maszkirozzuk, az iivegle-
mezt megvildgitjuk (lasd 10D. abra) és a B monomert
(példaul phe) tartalmazo reagenssel kezeljiik, amelynek
soran a 10E. abrdn mutatott szerkezetet kapjuk. A folya-
matot egymést kévetd maszkirozassal és a részfeliiletek
reagéltatisdval a 10M. dbrén szerepl6 szerkezet eléré-
séig ismételjiik. Az tveglemezt megvilagitjuk, €s a ter-
minalis csoportokat kivant esetben acetilezéssel lezar-
juk. Mint az abrén lathaté a gly/phe monomerpir vala-
mennyi lehetséges trimerjét eldallitottuk.

Ebben a példaban oldallanci védécsoportok eltavoli-
tasara nincs sziikség. Amennyiben ilyenre sziikség van,
az oldallanci véddcsoportok etan-ditiollal és trifluor-
ecetsavval eltavolithatok.

Egy adott polimer ldnc el6éllitasihoz sziikséges 1é-
pések szama altaldban az alabbi egyenlettel hatarozhato
meg:

nxl @,
ahol
n a monomerkészletben szereplé monomerek szama
és
1 a polimer lancban szereplé monomer egységek sza-
ma.

Ennek megfelelden, a szintetizalt / hosszusaga szek-
vencidk szama:

! ).

Természetesen nagyobb szorast kapunk olyan masz-
kirozasi stratégidk alkalmazasaval, amelyek lehetéve te-
szik I-nél rovidebb polimerek szintézisét is. Ha kiilonle-
ges esetben elBallitjuk az Osszes, I-nél rdvidebb és /
hossziisagh polimert, akkor a kapott polimerek szama
az alabbi egyenlettel hatirozhat6 meg:

nl+nl-14,. +n! 3).

A sziikséges litografiai 1épések maximdlis szdma
minden monomer ,rétegre” altalaban n, vagyis a masz-
kok (és ezaltal a litografias lépések) Ossz-szdma nxl.
A maszk atlatsz6 részfeliileteinek mérete a szintézishez
alkalmazott hordozo teriiletéhez és az elGallitott szek-
vencidk szamahoz igazodik. A szintézisteriilet mérete
altalaban az alabbi egyenlettel hatirozhat6é meg:

szintézisteriilet mérete=(A)/(S),
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ahol

A aszintézisre rendelkezésre 4116 dsszteriilet, és

S azadott teriileten elBallitani kivant szekvencidk sza-
ma.

Szakember szdméra nyilvanval6, hogy a fenti elja-
ras konnyen alkalmazhat6 tobb ezer vagy tbb millio
oligomer adott hordozén fotolitografids modszerrel tor-
téné egyidejl elGéllitisara. Ennek kovetkeztében, a
megoldas lehet6vé teszi példaul nagyszamn di-, tri-, tet-
ra-, penta-, hexa-, hepta-, oktapeptidek, dodekapeptidek
vagy hosszabb polipeptidek (és hasonléan polinukleo-
tidok) gyors tesztelését.

A fenti példaban az eljarast manualis megvalésités-
sal mutattuk be. Az eljards elvégezhetd azonban auto-
matizalt vagy félig automatizalt iizemmaodban is. Ebbél
a célbdl a hordozét egy aramlécellaban helyezziik el, és
automatikusan adagoljuk és tavolitjuk el a reagenseket.
Ez lehetGvé teszi a reagens térfogaténak csokkentését
és a reakcidkoriilmények pontos szabalyozésat. A masz-
kirozés szintén megval6sithaté manualisan is és auto-
matikusan is.

C) példa

Egy-aminopropilcsoportot és egy fluoreszcenscso-

portot tartalmazo dimer eléallitisa

Az egy aminopropilcsoportot és egy fluoresz-
censcsoportot tartalmazo dimer el&allitasahoz hordo-
z6ként funkcios csoportot hordozé durapore memb-
rant alkalmazunk. A durapore membran egy polivi-
nilidin-difluorid, amely amino-propil-csoportokat tar-
talmaz. Az amino-propil-csoportokat DDZ-csoporttal
védjiik, amelyhez a karbonil-kloridot az aminocsoport-
tal reagaltatjuk. A reakcié az ismert médon megvalé-
sithat6. A fenti csoportokat hordozé feliiletet THF-ol-
datba meritjiik, és 1 mm-es atlatszatlan és atlatszo
részfeliiletek mint4jat tartalmazé maszkkal érintkeztet-
Juk. A maszkot egészen 280 nm hullimhosszig terje-
d6 ultraibolya fénnyel mintegy 5 percen keresztiil szo-
bahdmérsékleten megvilagitjuk, bar a megvilagitas
idétartama és hémérséklete széles hatarok kozott val-
toztathat6. Ennek megfelelGen, a megvilagitasi id6 4l-
taldban mintegy 1-5000 masodperc, hdmérséklete
—70 °C és +50 °C kozétti.

A megvilagitast elénydsen mintegy 1-500 mésod-
percen keresztiil szobah6mérsékleten végezziik. Bizo-
nyos esetekben a parolgds megakadalyozasa érdekében
a megvilagitast nyomas alatt végezziik.

A membrin feliiletét ezutan mintegy 1 6ran keresz-
tiil egy fluoreszcens jelolési mintdval mossuk, amely
egy lantanidakeldthoz kétott aktiv észtert tartalmaz.
A mosasi id6 széles hatirok kozott valtoztathatd, értéke
dltaliban néhany perc és néhany éra kozott valtozik.
Ezek az anyagok a voros és a sziirke l4thato tartomény-
ban fluoreszkalnak. A fluoroforban 16v§ aktiv észter
reakcidjinak befejezGdése utin azok a helyek, ahol a
fluorofor megkotédott, ultraibolya fénnyel torténd besu-
garzassal és a voros és z6ld fluoreszcens fény megfigye-
lésével lathatova tehetGk. Megfigyelhet3, hogy a hordo-
z6 valamely szédrmazékot hordozé szakaszai ersen
megkozelitik a maszk eredeti mintjat.
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D) példa

A jel kimutathatésdaganak vizsgdlata

A jel kimutathatdsagat alacsony szintii standard fluo-
reszcens gyongy (Flow Cytometry Standarda, USA, mo-
dellszdim 824) segitségével mutatjuk ki. A készlet
5,8 pm atmér6ji gyongyokbdl 4ll, amelyek ismert szé-
m fluoreszcens molekulaval vannak bevonva.

Az egyik gyongyot a 9. abra szerinti vizsgélati er-
nydre helyezziik az ideiglenesen letakart lézerfény iitj4-
ba. Elhelyezés utan bekapcsoljuk a fotondetektort. A 1é-
zersugarral megvildgitjuk a gyongyszemet, amelynek
hatdséra az fluoreszkalni kezd. A 7000 és 29 000 fluo-
reszcens molekulaval impregnélt gyéngyok fluoresz-
cens gorbéjéta 11A. és 11B. abran adjuk meg. Mindkét
gorbén megtaldlhatok a fluoreszcens molekulak nélkiili
gyongyok nyomai. A kisérletet 488 nm hulldmhossziisa-
gu fénnyel 100 uW 1ézer energiaval végeztiik. A fényt
egy 40-es energiaji 0,75 NA objektivvel fokuszaltuk.

A fluoreszcens fény intenzitisa minden esetben ma-
gas értéken indul, majd exponencialisan csokken. Az
intenzits kiesése a fluoreszcens molekula fotoelfehére-
désébdl szarmazik. A fluoreszcens molekuldk nélkiili
gyongydk nyomat hattérként alkalmaztuk. A jelolt és
jeloletlen gyongyok kezdeti exponencialis csokkenése
kozotti killonbség integralasaval megkapjuk a fotonok
0ssz-szAmat, €s ez a szam a gydngydnkénti molekulak
szamdra utal. Ebbd] kiszdmithaté a fluoreszcens mole-
kulanként detektalt fotonok szdma. A 11. 4bran szerep-
16 gorbébdl lathat6, hogy fluoreszcens molekulanként
mintegy 4050 foton kisugarzdsaval szimolhatunk.

E) példa

Molekulik feliiletegységre vonatkoztatott szémdnak

meghatarozasa

A fent leirt médon amino-propilezett iiveg mikro-
szkoplemezt allitunk el6 a lemez jeldlési stiriségének
meghatarozdsihoz. A lemez szabad aminoterminalis cso-
portjait FITC-vel (fluoreszcens izotiocianat) reagaltat-
Jjuk, amely kovalens kotést hoz létre az aminocsoporttal.
A lemezt vizsgilva ezutin meghatirozzuk egy olyan
részfeliileten beliil generalt fluoreszcens fotonok szamat,
amely a fluoreszcens molekulanként becsiilt 40—50 fo-
ton figyelembevételével lehetévé teszi a feliilet egység-
nyi teriiletére es6 molekuldk szdmanak meghatirozasat.

A felilletén amino-propil-szildnnal ellatott lemezt
szobahSmérsékleten 1 6ran keresztiil az FITC 1 mmol/l
koncentrécioji, DMF-ben felvett oldatdba meritjiik.
A reagaltatds utdn a lemezt kétszer DMF-fel, majd eta-
nollal, vizzel és ismét etanollal mossuk. Ezutin megsz-
ritjuk, és a vizsglat megkezdéséig sotétben téroljuk.

A 11. 4bran szerepld gorbéhez hasonlé gorbék al-
kalmazasaval, és az exponencialisan csékkend jel atat-
ti fluoreszcensszam integralasaval meghatarozzuk a fe-
lileten a szarmazékképzés utan talalhaté szabad ami-
nocsoportok szamat. A vizsgalatok szerint reprodukal-
hat6 médon el6allithatok olyan lemezek, amelyek jelo-
lési stirlisége 103 x 103 nm-tGl mintegy 2 x2 nm-ig vél-
toz6 teriiletre szdmolva 1 fluoreszcens molekula, tehat
az amino-propil-trietoxi-szildn koncentraciéja 10-5
—10-1% kozott valtozhat.
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F) példa

Az NVOC eltavolitisa és egy fluoreszcens marker

megkitése

Az NVOC-GABA csoportokat a fent leirt médon
megkétjiik. A lemez teljes feliiletét megvilagitva sza-
bad aminocsoportot alakitunk ki a gamma-aminovajsav
végén. A lemezt, és egy hasonlé aktivalatlan lemezt
fluoreszcens izotiocianattal (FITC) kezeljiik.

A 12A. 4bra az aktivilatlan lemezrél az FITC-
kezelés utan felvett gorbét mutatja. Az X tengelyre az
idSegységeket és az Y tengelyre a fotonszdmot vettiik
fel. A gorbe bizonyos mértékd héttér fluoreszcens sugér-
zds jelenlétére utal. A méasodik lemezt mintegy 1 percen
keresztiil 350 nm-es széles sava fénnyel (12 mW/cm?)
sugdroztuk be, majd mostuk, és FITC-vel reagaltattuk.
A lemez fluoreszcensgorbéjét a 12B. 4bra mutatja.
A fluoreszcens sugdrzas nagymértékli novekedése fi-
gyelheté meg, ami arra utal, hogy a fotolizis egy sor
aminocsoportot aktivalt a lemez felszinén, és igy lehet-
vé tette a fluoreszcens marker megkotését.

G) példa

Maszk alkalmazdsa az NVOC eltdavolitasiban

A kovetkez6 kisérletet 0,1%-ban amino-propilezett
lemezzel végeztiik. Egy Hg—Xe ivlampa fényét egy 1é-
zerrel megmunkélt kromiiveg maszkon keresztiil,
amely kozvetlen érintkezésben van a hordozéval, a hor-
dozéra iranyitjuk.

A lemezt mintegy 5 percen keresztiil 12 mW intenzi-
tast 350 nm-es széles savi1 fénnyel vilagitjuk meg, majd
1 mmol/l FITC oldattal reagéltatjuk. Ezutan a lézer-de-
tektorkésziilékbe helyezziik, és felvessziik a szinkédolt
fluoreszcens sugarzas intenzitasanak két-dimenzionalis
gorbéjét. A kisérletet kiilonbdz6 maszkokkal tobbszor
megismételjik. A 100x 110 um-es maszkkal, az 50 um-
es maszkkal, a 20 um-es maszkkal és a 10 um-es maszk-
kal felvett fluoreszcensgorbe azt mutatja, hogy a maszk
mintdja legaldbb mintegy 10 pm-es négyzetben mér
megkiilonboztethet ennél a litografids technikanal.

H) példa

YGGFL megkitése, majd Herz antitest és kecske-

antiegér megkotése

Annak igazolasara, hogy egy adott polipeptidszek-
vencidra vonatkozé receptor hozzakétddik a feliileten
képzett peptidhez, és ott kimutathat6, Leu enkefalint
kapcsoltunk a feliilethez, majd a felismeréshez antitestet
adagoltunk. Egy lemezt 0,1 tomeg% aminopropil-
trietoxi-szildnnal kezeltiink, és NVOC-csoporttal véd-
tiink. Egy 500 pm-es racsos maszkot alkalmaztunk a le-
mez aktivalasdra, amit dramlécelldban hatoldali érintkez-
tetéssel végeztiink. A Leu enkefalin szekvenciat (H,N-ti-
rozin-glicin-glicin-fenilalanin-leucin-CO,H, a tovab-
biakban YGGFL) karboxiterminalis végével a lemez fe-
liletén taldlhaté6 aminocsoportokhoz kétottiik. A pep-
tidet DMF-oldatban BOP/HOBT/DIEA kapcsoléreagen-
sekhez adagoltuk, és 2 6ran keresztiil szobahGmérsékle-
ten az dramlocellaban keringtettiik.

A lemez feliilletét ezutdn 45 percen keresztiil
2 pg/ml, szuperkoktélban felvett Herz antitesttel kezel-
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tiik (a szuperkoktél 1 tomeg% BSA-t és 1 tdmeg% oval-
bumint tartalmaz). A lemezre ezutan 2 pg/ml, szuper-
koktélpufferben felvett kecske-antiegér fluoreszcens
konjugatumot vezettiink, és 2 6ran keresztiil inkubaltuk.

A vizsgalat eredményeként a fluoreszcens sugirzis
intenzitasat a hely fiiggvényében detektiltuk. A detekta-
last 10 um-es lépésekben végeztiik, és az eredmények
szerint nemcsak a védGcsoport eltdvolitisa végezhetd
jol definialt minta szerint, hanem (1) a megoldés ered-
ményesen alkalmazhaté peptideknek a hordozé fe-
lilletén tortén6 megkotésére, (2) a feliileten kététt pep-
tid alkalmas antitest megkotésére, és (3) a detektorké-
sziilék teljesitménye elegend6 a receptor kotGdésének
kimutatséra,

D) példa

YGGFL monomerenként torténd eléallitdsa és je-

[G1t antitest megkotése

Az YGGFL és GGFL monomerenként torténé szin-
tézisét valtakozd négyszgekben racsos mintazattal ell4-
tott lemezen végeztilkk, majd a lemezt Herz antitesttel
kezeltiik. A kisérletet a 13A. és 13B. abra mutatja.

A 13A. 4bra a lemezt mutatja, amelyhez t-BOC-cso-
porttal (terc-butoxi-karbonil-csoporttal) védett amino-
propil-csoportokat kapcsoltunk. A lemezt TFA-val ke-
zelve eltavolitottuk a t-BOC védGesoportokat. Az ami-
no-propil-csoportokhoz ezutin aminocsoportjan t-
BOC-csoporttal védett E-amino-kapronsavat kapcso-
lunk. Az amino-kapronsav megfelel térkozt biztosit az
amino-propil-csoport ¢s a szintetizalt peptid kozott. Az
amino-kapronsav aminocsoportjarol eltavolitjuk a véds-
csoportot, majd NVOC leucinnal kapcsoljuk. A teljes
lemezt ezutan 12 mW er8sségli 325 nm-es széles savi
fénnyel besugirozzuk. A lemezt ezutin NVOC fenil-
alaninnal kapcsoljuk, és mossuk. Ismét besugéarozzuk a
teljes lemezt, majd NVOC glicinnel kapcsoljuk, és mos-
suk. Ismét besugdrozzuk az egész lemezt és NVOC gli-
cinnel kapcsolva megkapjuk a 13A. 4bra utolsé szaka-
sz4n szerepld szekvenciat.

Mint a 13B. abran lathatd, a lemez valtakozé részfe-
liileteit ezutin egy 500 x 500 um-es racsos maszk alkal-
mazasaval megvilagitjuk, amelynek soran csak a megvi-
lagitott részfeliileteken talalhat6 glicin aminocsoportja
aktivalodik. A kovetkez6 kapcsolasi épésben NVOC ti-
rozint alkalmazunk, és ez csak a megvilagitott teriilete-
ken kotddik. A teljes lemezt ezutin megvilagitjuk, és el-
tavolitjuk az NVOC csoportokat, amikor is a megvilagi-
tott részteriileteken YGGFL peptidet, a tobbi rész-
teriilleten GGFL peptidet kapunk. A Herz antitestet
(amely felismeri az YGGFL peptidet, de nem ismeri fel
a GGFL peptidet) hozzdadjuk, majd kecske-antiegér
fluoreszcein konjugatummal kezeljiik.

A fluoreszcensfelvétel sotét foltokat mutat, ame-
lyek GGFL tetrapeptidet tartalmaznak, amelyeket nem
ismert fel a Herz antitest (és ezért nem kétik a
fluoreszcein konjugatummal ellatott kecske-antiegér an-
titest sem), a vords foltokban YGGFL talalhato. Az
YGGFL pentapeptidet felismerte a Herz antitest, és eze-
ken a teriileteken a fluoreszcein konjugélt kecske-an-
tiegér antitest is k6tGdik.
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Egy azonos mintaji 50 pm-es maszk kodzvetlen
érintkeztetésével a hordozon olyan mintat alakithatunk
ki, amely jobban megkiilonboztethetd, és a racsos min-
ta megfelel a hordozoval érintkeztetett maszknak (ami
az eljaras feloldoképességének novekedésére utal).

J) példa

YGGFL és PGGFL monomerenként torténd szinté-

zise

Egy 50 pm-es racsos maszk alkalmazisdval megis-
mételjiik a 13. dbran szerepld eljarast azzal a kiilonbség-
gel, hogy a hordozon 1év6 GGFL-helyekre egy tovabbi
kapcsolasi 1épésben P monomert adunk. A P monomer
hozz4ad4sahoz a védett GGFL peptidet maszkon ke-
resztiil megvilagitjuk, és a fent lefrt médon a P mo-
nomerrel kezeljik. Ennek kovetkeztében a hordozo
részfeliileteinek fele YGGFL peptidet, a fennmarad6
fél PGGFL peptidet tartalmaz.

A fluoreszcensfelvétel igazolja, hogy jol megkiilon-
boztethetdk azok a részfeliiletek, ahol a kotédés létre-
jon. A kisérlet igazolja tovébbd, hogy az antitestek egy
specialis szekvenciat ismernek fel, és a felismerés nem
fiigg a szekvencia hosszatol.

K) példa

YGGFL és YPGGFL monomerenként torténd .

eléallitasa

A taldlmany szerinti megoldds hasznalhatésédganak
tovabbi bemutatésira egy 50 pum-es racsos mintiban
felvaltva YGGFL és YPGGFL peptidet allitunk elé
egy hordozon a fent leirt modon. A kapott fluoresz-
censfelvétel azt mutatja, hogy az antitest vilagosan fel-
ismeri az YGGFL szekvenciat, és nem kotodik az
YPGGFL szakaszokhoz.

L) példa

Tizenhat kiilonbézé aminosavszekvenciabol allo so-

rozat elédllitdsa és a Herz antitest relativ kétési af-

finitdsanak meghatarozdsa

A fent leirtakkal analog mddon tizenhat kiilonbdz6
aminosavszekvenciabol all6 sorozatot (négyszeres is-
métlés) allitunk elS két tiveghordozon. A szekvencidk
eléallitdsahoz egy NVOC-GFL szekvenciat kapcsolunk
a lemez teljes feliiletén. Kiilonb6z6 maszkok alkalmaza-
saval ezutan szelektiven két réteg aminosavat kotiink
meg a hordozon. Mindegyik részfelillet mérete
0,25x0,0625 cm. Az els6 lemez csak L aminosavakbol
all6 aminosavszekvencidkat tartalmaz, mig a masodik
lemez D aminosavakat is tartalmaz. A 14A. és
14B. 4bra a kiilonboz0 részfeliiletek elhelyezkedését
mutatja az els6 és masodik lemezen. A 14A. és 14B. 4b-
ran szerepld mintak négyszer ismétlédnek minden leme-
zen. A lemezeket ezutin Herz antitesttel és fluoresz-
cens jelolést kecske-antiegér antitesttel kezeljiik.

A csak L aminosavakat tartalmazé els6 lemez fluo-
reszcensfelvétele voros és fekete teriileteket tartalmaz.
A vords teriilet a Herz antitest erSs kot6dését (legalabb
149 000 foton), a fekete teriilet az antitest gyenge kot6-
dését vagy az antitest kotddésének elmaradasat (legfel-
jebb 20 000 foton) mutatja. EbbGl kovetkezik, hogy az
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YGGFL szekvenciat az antitest konnyebben felismeri.
Az YAGFL és YSGFL szekvenciik szintén er6sen meg-
kotik az antitestet. Ezzel ellentétben a legtobb fennma-
rad6 szekvencia csak gyenge kotGdést vagy a kotddés
teljes elmaraddsit mutatja. Mind a négy azonos pep-
tideket tartalmaz6 részfeliilet teljes dsszhangban van a
fenti kotési mintaval.

A D aminosavakat tartalmazé lemez fluoresz-
censfelvétele azt mutatja, hogy a legerGsebb kotés az
YGGFL szekvencidval alakul ki. Szignifikdns kotés
mutathatd ki tovabba az YaGFL, YsGFL és YpGFL
szekvencidkkal. A fennmarad6 szekvencigk gyenge ko-
tést mutatnak. Alacsony kotési affinitds mutathatd ki
az yGGFL szekvencidval.

A 6. tablazatban a relativ kotési affinitisra utalo re-
lativ fluoreszcens intenzitds vizsgélatanal felhasznalt
kiilonbozd szekvenciakat adja meg.

6. tablazat

L-aminosavak D-aminosavak
YGGFL YGGFL
YAGFL YaGFL
YSGFL YsGFL
LGGFL YpGFL
FGGFL fGGFL
YPGFL yGGFL
LAGFL faGFL
FAGFL wGGFL
WGGFL yaGFL

fpGFL
waGFL
M. példa

Oligonukleotid eléadllitdasa

Timidin-citidin dimert allitunk el6 fénnyel torténé
aktivaldssal. Egy haromdimenzids fluoreszcens képer-
ny08ként (a harmadik dimenzi6 a fluoreszcens intenzi-
tas) 7 x4 négyzetbdl 4116 sakktablamintét alakitunk ki.
A hordozohoz 5’-nitro-veratril-timidint kapcsolunk a
3’-hidroxilcsoporton keresztiil. A védécsoportként szol-
galo nitro-veratril-csoportot az 500 pm-es sakktabla-
mintan keresztill végzett besugirzéssal eltdvolitjuk.
A hordoz6t ezutan foszforamidittal aktivalt 2°-dezoxi-
citidinnel kezeljiik. A reakci6 fluorometrikus kovetésé-
hez a dezoxi-citidint egy FMOC-védett amino-hexil-
csoporthoz, mint kapcsol6 csoporthoz kétott exocikli-
kus aminnal médositjuk [5’-O-dimetoxi-tritil-4-N-(6-
N-fluorenil-metil-karbamoil-hexil-karboxi)-2’-dezoxi-
citidin]. Az FMOC véd6csoport bazissal torténd eltavo-
litasa utan a dinukleotidot tartalmazé részfeliileteket
fluoreszcens jeléléssel azonositjuk, amelyhez a hordo-
z6t 1 mmol/l FITC-vel kezeljiik DMF-ben 1 6ran ke-
resztil.

A fluoreszcensadatok hiromdimenziés megjelené-
se a sakktdblamintdnak megfelelGen valtakozo6 fényes
négyzeteket mutat. Ez az eredmény igazolja, hogy a ta-
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lalmany szerinti eljarassal peptidekhez hasonl6an oligo-
nukleotidok is szintetizdlhatok.

N) példa

Trinukleotid eldallitasa

Timidin-citidin-citidin trinukleotidot &llitunk el8.
Ennek sordn az el6zé példdhoz hasonldéan 5’-nitro-
veratril-timidint kapcsolunk foszforamidit-kotéssel a fe-
lilletén bisz(2-hidroxi-etil)-3-amino-propil-sziloxant
tartalmazé hordozéhoz. A lemezt diox4n jelenlétében
10 percen keresztiil egységesen besugarozzuk (362 nm,
14 mW/cm?). Szaritas utan a feliiletet N,4-dimetoxi-tri-
til-5’-nitro-veratril-2’-dezoxi-citidin-3’-0-(2-ciano-
etil)-N,N-diizopropil-foszforamidittal kezeljiik tetrazol
Jelenlétében (szokasos foszforamidit kapcsolas). Oxida-
las és széritas utan ismét besugarozzuk azzal az eltérés-
sel, hogy egy 500 pm-es sakktablamintét helyeziink a
fényforras és a lemez kozé. A feliiletet ezutén 5°-O-
(4,4’-dimetoxi)-N-4-(6-((biotinoil)-amino)-hexanoil)-
amino)-hexanoil)-amino-hexil)-5-metil-2’-dezoxi-
citidin-3-O-(2-ciano-etil)-N,N-diizopropil-foszforami-
dittal kezeljiik tetrazol jelenlétében. Oxidalas és szari-
tés utdn a trinukleotidot tartalmazé részfeliileteket fluo-
reszcens jeloléssel latjuk el, amihez FITC-vel jelslt
streptavidinnel kezeljik. A fluoreszcensadatok valtako-
26 fényes és sotét kockakat mutatnak a besugarzasnal
hasznalt 500 pm-es sakktdblamintnak megfeleléen.

O) példa

12 nukleotidbol dllo poliadenin oligomer

eldallitdsa

Ebben a példaban 12 nukleotidbél ll6 poliadenin
oligomert allitunk el8, és egy politimidinmintaval hibri-
dizaljuk.

A szintézishez 10 darab 2,54 x 7,62 cm lemezt 1 t6-
bisz(2-hidroxi-etil)-amino-propil-trietoxi-szilan-
oldattal tltott mianyag edényben inkubalunk szobahd-
mérsékleten €s egy éjszakan keresztiil. A lemezeket ez-
utdn etanollal alaposan 4toblitjiik, N, alatt megszarit-
juk, 110 °C hémérsékleten 1 6ran keresztiil hékezeljiik,
majd vakuumexszikkitorban hagyjuk lehfilni. A fe-
lileti kapcsoléomolekula kialakitisdhoz 0,2 mol/l mo-
nodimetoxi-tritil-pentaetilénglikol-B-ciano-etil-foszfor-
amidit vizmentes acetonitrilben felvett oldatat azonos
térfogat 0,45 mol/l tetrazol acetonitrilben felvett ol-
datdval keverjiik egy tivegfioldban. A kapott oldatbol
0,35 ml részletet visziink fel az egyes lemezek fe-
lilletére, majd 3 percen keresztiil inkubaljuk. A lemeze-
ket ezutin roviden acetonitrillel 6blitjiik, és a kapcso-
last frissen elGallitott foszforamidittel megismételjiik.
Ezutén a foszfit-triészter-kotést foszfo-triészter-kotéssé
oxidaljuk, amihez a lemezeket 0,1 mol/l jédoldattal
(2,6 g j6d, 80 ml tetrahidrofurdn, 20 ml 2,6-lutidin,
2 ml viz) toltott edénybe meritjilkk 1 percen keresztiil,
majd acetonitrillel alaposan leoblitjiik és N, alatt szérit-
juk. A védGesoportként szolgilé dimetoxi-tritilcsopor-
tok eltdvolitisdhoz a lemezeket 3 témeg% diklér-ecet-
sav metilén-kloridban felvett oldatdba meritjiik 30 ma-
sodpercen keresztill, majd acetonitrillel ledblitjiik és N,
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alatt szaritjuk. A C és D Iépéseket 0,2 mol/l 5’-nitro-
veratril-dezoxi-timidin-3-B-ciano-etil-foszforamidittel
megismételjiik. A lemezeket ezutan 1 6rdn keresztiil le-
zérd oldattal (75 ml 6,5 témeg% DMAP/THF és 25 ml
40 tomeg% ecetsavanhidrid/60 témeg% 2,6-lutidin) in-
kubaljuk, majd acetonitrillel alaposan ledblitjiik, N,
alatt széritjuk és s6tétben, vakuum alatt tiroljuk.

A poli-dezoxi-adenint (poli-dA,,) ABI-szintetizator-
ban allitjuk el 1 pmol 3-amino-ON CPG (Glen Re-
search) és a végén dimetoxi-tritil-csoportot (DMT) hor-
doz6 standard ABI 1 pmol-os kapcsoldsi ciklus segitsé-
gével. A CPG-t 1,5 ml-es, csavaros teteji mianyag fio-
laba vissziik at, és 1,0 ml koncentralt ammonium-hid-
roxidot adunk hozza. Az elegyet 18 érén keresztiil
55 °C hémérsékleten inkubalva az oligomert lehasitjuk
a gyantarol és eltavolitjuk az exociklikus amin védécso-
portot. A nyers oligomert PolyPak berendezésen (Glen
Research) tisztitjuk a gyarto elGirdsai szerint. A megfe-
lelé frakciokat Gsszegydjtjiik és vakuumban szaritjuk.
Az oligomert 0,9 ml vizben oldjuk, amihez 0,1 ml 10X
jelol6 puffert (1,0 mol/l natrium-hidrogén-karbonat/nat-
rium-karbonat, pH=9,0) és 0,25 ml frissen elGallitott
100 mg/ml FITC/DMF elegyet adunk. Az oldatot 6ssze-
keverjiik, és egy éjszakan keresztiil szobah6mérsékle-
ten inkubdljuk. A reakcidelegyet 1x30 cm Sephadex
G-25 oszlopon mobil fazisként vizzel tisztitjuk, és a
megfelel6 frakciokat osszegyijtjiik és vakuumban sza-
ritjuk. PAGE-analizis szerint a reakcié nem 100%-os.
A fluoreszceinnel jelolt oligomert reverz fazist HPLC-
eljarassal (Hamilton PRP—1 félpreparativ oszlop)
10-40% acetonitril/0,1 mol/l trietil-amin-acetat
(pH=7,6) gradienssel 45 perc alatt 2 ml/perc aramlasi
sebesség mellett tovabb tisztitjuk. A frakciokat PAGE-
analizissel ellendrizziik, és a megfeleld frakciokat
Osszegyijtjiikk és vékuumban szaritjuk. A végtermék
PAGE-analizis alapjan mintegy 99% tisztasagu.

Egy megfelelSen elokészitett lemezt egy négykam-
ras dramlasi celldba helyeziink (mintegy 1,5 cm 4tmérg-
jU kerek mérGhelyek). Az egyik mérdhelyre dioxant tol-
tiink. Az Gsszes t6bbi mérGhelyet fekete elektromos szi-
geteldszalaggal lefedjikk. A lemezt ezutdn 365 nm-es
fénnyel kezeljiik 11,8 mW/cm? értéken és 12 percen ke-
resztiil a fotovédScsoport eltivolitdsdhoz. Az dramlési
cellat egy ABI DNS-szintetizatorhoz (392 modell) csat-
lakoztatjuk, és a feliilethez 5°-NV-dT-OCEP-t kétiink
modositott megkotd ciklussal (03 felhasznaléi ciklus).
Lezar6lépést nem végziink, mert a foszforamiditet feles-
legben alkalmaztuk. A fotolizis/szintézis ciklust poli-
(dT),,—OH el6allitasaig ismételjiik. A lemezt ekkor el-
tavolitjuk az aramldsi celldbol, acetonitrillel alaposan
atoblitjik, és N, alatt széritjuk. A lemezt 3 tdmeg%
BSA-val és 0,025 tomeg% triton X—100-zal kiegészi-
tett 6X SSPE-vel 30 percen keresztiil inkubaljuk. Ez-
utdn ugyanabban a pufferben felvett 20 ng/ml 5°-O-po-
li(dA),,-fluoreszceinnel toltott mianyag edénybe
vissziik és szobahdmérsékleten 1 oran keresztiil inku-
baljuk. A lemezt 20 mmol/l nétrium-klorid-oldattal ro-
viden atoblitjiik, N, alatt szaritjuk, és kozos fokuszi
mikroszképpal vizsgaljuk. Az atlagos fotonszdm a mé-
r6helyen nyolcszor nagyobb, mint a héttér. A lemezt
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egy éjszakan keresztiil 500 ml 1X SSPE-ben 40 °C hé-
mérsékleten inkubéljuk, ledblitjiik és vizsgaljuk. A ko-
zéppontban mérhet6 fényes kor arra utal, hogy a mosas
eltavolitotta a jelet. A probat a fent leirt médon visszadl-
litva az eredetivel azonos intenzitést kapunk.

Az 59-8b-1, -2 és -3 szama mintaknal az atlagos in-
tenzitas 347425, 211423 és 223+ 13 a héttérhez viszo-
nyitva. Az 59-8b-1 és 59-8b-3 szamii mintdknél a mérd-
helyen mért jel 45451476 és 237+308, ezért az 1-es
szam mintdndl a jel/hattér ariny 13, a 3-as szam min-
tandl 11. Az 59-8b-1 szami1 minta az elsG proba, az 59-
8b-2 sz4mi minta a 40 °C hdmérsékleten végzett inku-
bélas uténi vizsgilat és az 59-8b-3 szamu minta a
visszaallitott minta.

A talalmany szerinti megoldds megvalosithat6 ugy
is, hogy a feliilethez lezart kotdelemeket kapcsolunk,
amelyek lezart formaban viszonylag kis affinitist mutat-
nak més potencidlis kotéelemek, igy receptorok vagy
specifikus kotéanyagok vonatkozasdban. Ezt a techni-
két kozelebbrdl ismerteti a 404 920 szamu USA-beli
szabadalmi bejelentés.

Az emlitett valtozat értelmében egy szilard hordozo-
anyag felilletén olyan elGre meghatarozott részfe-
lilleteket alakitunk ki, amelyek képesek receptorok im-
mobilizalasara. Ebbdl a célbol lezart kotGelemeket kap-
csolunk a feliilethez, ami lehetévé teszi a meghatéarozott
részfeliiletek szelektiv aktivaldsit. A lezart kotGeleme-
ket felszabaditva azok megkétik a receptorokat a szelek-
tiven aktivalt meghatérozott részfeliileteken. Az aktivalt
kot6elemekkel immobilizaljuk a kivant molekulékat,
igy receptorokat a feliilet el6re meghatarozott részfe-
lilletein. Az eljardst a feliilet azonos vagy mas helyein
t0bbszér megismételve olyan feliiletet kapunk, amely
példaul azonos vagy kiilénb6z6 receptorokat tartalmazé
részfeliiletek sokasagdbol 4ll. Ha az ily médon immobili-
z4lt receptorok egy vagy t6bb ligandum vonatkozasaban
kiilénb6z6 affinitist mutatnak, a ligandumok a recepto-
rokat tartalmaz6 részfeliileteken vizsgalhatok.

Ez a viltozat lehet6vé teszi a feliilethez kapcsolt 0j
lezért kotGelemek alkalmazésat. A lezart (aktivalatlan)
kotdelem viszonylag alacsony affinitdst mutat az olyan
receptorok vonatkozdsdban, amelyek specifikusan ké-
t6dnek a lezdratlan kotGelemekhez. Ennek megfelelGen,
a kotéelemek a reakciokkal szemben védve vannak ad-
dig, amig a feliilet aktivaland6 részfeliileteit megfelels
energiaforrds segitségével aktivaljuk. A megfeleld ener-
giaforrassal végzett aktivalas soran a zardcsoport leha-
sad, és aktivalt kotGelem marad vissza. Energiaforras-
ként elény6sen alkalmazhaté a fénysugarzas.

A feliileten 1év§ kotGelemek aktivalasuk utan recep-
torhoz kapcsolhatok. Receptorként alkalmazhaté pél-
daul monoklonalis antitest, nukleotidszekvencia vagy
valamely gyégyszerhatoanyag-receptor. A receptort
elényosen, de nem mindig, Ggy allitjuk el8, hogy eldse-
gitsiik annak a kotéelemhez torténd kozvetlen vagy koz-
vetett kotését. igy példaul egy speciélis kotdanyag,
amely erés kotédési affinitdst mutat a kotGelemhez, és
erGs affinitdst mutat a receptorhoz, vagy valamely re-
ceptor konjugatumhidként szolgalhat a kotGelem és a re-
ceptor kozott. Az eljarashoz olyan receptort alkalma-
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zunk, amely aktivitdsat egy adott ligandum vonatkoza-
sdban meg6rzi.

A szilérd hordozohoz kotott lezart kétéelem lehet
példaul valamely fotokémiailag aktivilhat6é biotin-
komplex, vagyis olyan biotinmolekula, amelyet fotoké-
miailag lehasithaté védécsoporttal kémiailag médositot-
tunk ugy, hogy a természetes biotinhoz képest lényege-
sen csokkentett kotési affinitast mutat az avidinhez és
az avidinanalégokhoz. Elényd6sen ugy jarunk el, hogy a
feliilet meghatérozott részfeliiletén elhelyezkedd véds-
csoportokat megfeleld sugarzassal eltavolitjuk, és igy
megkapjuk a kotSelemet, amely lehet példéul biotin
vagy ennek funkcids analdgja, amely a biotinnal 1énye-
gében azonos kotési affinitdst mutat az avidinhez vagy
avidinanal6gokhoz.

Eljarhatunk ugy is, hogy a feliileten 1év4 aktivalt
kotéelemeket avidinnel vagy avidinanaléggal inkubal-
juk addig, amig az avidin erGsen k6tédik a kotSelem-
hez. A feliilet el6re meghatarozott részfeliiletein ily
moédon immobilizalt avidin a kivant receptorral vagy
annak konjugatumdaval inkubalhat6. Ha a feliilet elére
meghatarozott részfeliiletein avidint immobilizaltunk,
akkor a receptor konnyen biotinilezGdik. Eljarhatunk
tovabba gy is, hogy a feliilet aktivalt kotGelemeihez
egy avidin/biotinilezett receptorkomplexet kapcso-
lunk.

A taldlmény egy jelentGs mértékben javitott elja-
rast és késziiléket javasol polimereknek hordozon tor-
ténd elbéllitasara. Megjegyezziik, hogy a leiras a talal-
many bemutatasara szolgal, és nem korlatozo jellegd.
A leirasban megadott kitanitds alapjin szakember sz4-
mara nyilvanvalé, hogy a talalmany kilénb6z8 médo-
kon megvalésithaté. fgy példaul, a megoldast elsddle-
gesen fotokémiailag eltavolithaté védécsoportok alkal-
mazasival mutattuk be, de szakember szidmara
nyilvanvalé, hogy a fénytdl eltéré egyéb sugarforra-
sok is felhasznalhatok. Igy példéul bizonyos esetek-
ben eldnyds lehet olyan védGcsoportok alkalmazasa,
amelyek elektronnyaldb-sugirzasra vagy réntgensu-
garzasra érzékenyek, és ilyen esetben elektronnyaléb-
litografids vagy rontgensugar-litografids technikat al-
kalmazunk. Alternativ médon, a véd8csoport eltavolit-
hat6 elektromos dram 0tjan is. A taldlmany oltalmi k-
rét ezért nem a fenti leiras hatdrozza meg, hanem a
mellékelt igénypontok és az igénypontok alapjan fel-
hozhaté ekvivalensek teljes kore.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljéras nagyszami kiilonféle polipeptid aminosa-
vakbol, valamint oligonukleotid nukleotidokbél 1épé-
senkénti szintézissel torténd elallitdsira és azonositisa-
ra egy hordoz6 meghatdrozott részfeliiletein, azzal jelle-
mezve, hogy az alabbi lépéseket hajtjuk végre:

a hordoz6 egyik, fénysugarzassal eltavolithaté véds-
csoportokkal védett funkciés csoportokkal ellatott fe-
lilletének egy elsé meghatéarozott részfeliiletét besuga-
rozva eltavolitjuk a véddcsoportokat;
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a feliiletet egy elsd aminosavval vagy nukleotiddal
érintkeztetve az aminosavat vagy nukleotidot az elsé
meghatarozott részfeliileten taldlhaté funkciés csopor-
tokhoz kapcsoljuk, ahol az aminosav vagy nukleotid
fénysugdrzassal eltivolithaté véddcsoporttal védett
funkcids csoporttal rendelkezik;

a hordozo egyik feliilletének egy masodik meghata-
rozott részfeliiletét besugirozva eltdvolitjuk a véds-
csoportokat, ahol a masodik meghatérozott részfeliilet
az els6 meghatérozott részfeliilettel azonos vagy att6l
eltérg;

a feliiletet egy mésodik aminosavval vagy nukleo-
tiddal érintkeztetve az aminosavat vagy nukleotidot a
masodik meghatarozott részfelilleten talalhaté funk-
ciés csoportokhoz kapcsoljuk, ahol a masodik ami-
nosav vagy nukleotid az elsé aminosavval vagy nuk-
leotiddal azonos vagy attol eltérd, és fénysugarzassal
eltdvolithaté védéesoporttal védett funkciés csoport-
tal rendelkezik;

majd tovabbi besugéarzasi és aminosavval vagy nuk-
leotiddal t6rténd érintkeztetési és kapcsolasi 1épéseket
végziink a kivant nagyszami kiilonféle polipeptid vagy
oligonukleotid kialakitdsaig, melynek soran az elsé
meghatarozott részfeliilet és a masodik meghatarozott
részfeliilet koziil legalabb egyet és legalabb részben be-
sugdrzunk a tovabbi érintkeztetési és kapcsolasi 1épé-
sek legalabb egyikében, ahol a polipeptidek vagy oligo-
nukleotidok az emlitett feliileten helyezkednek el, és a
besugdrzasi lépések soran kialakitott besugarzasi min-
ta, valamint az érintkeztetési és kapcsoldsi lépések so-
ran megk6tott egyedi aminosavak vagy nukleotidok 4l-
tal definialt szekvenciaval rendelkeznek, azzal a meg-
szoritdssal, hogy az egyes szekvencidkban talalhatd ter-
minalis aminosavak vagy nukleotidok fénysugéarzasnak
ellenall6 védGesoportot hordoznak,

majd a biologiailag hatésos polipeptid(ek)et vagy
oligonukleotid(ok)at azonositjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy legalabb 100 kiilonféle polipeptidet vagy oligo-
nukleotidot allitunk el§.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy legalabb 1000 kiilonféle polipeptidet vagy oligo-
nukleotidot allitunk eld.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a killonféle polipeptideket vagy
oligonukleotidokat legfeljebb mintegy 0,1 cm? teriiletd
kiilonboz4 részfeliileteken allitjuk el8.

5. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a feliileten legalabb 1000 kiilonféle polipeptidet
vagy oligonukleotidot allitunk el6 egyenként legfeljebb
mintegy 1x10-3 cm? teriiletd részfeliileteken.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy aminosavként L aminosavakat,
D aminosavakat vagy szintetikus aminosavakat altkal-
mazunk.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a kivant polipeptid(ek) vagy oli-
gonukleotid(ok) azonositdséhoz a feliiletet egy recep-
torral érintkeztetjiik, és a receptorhoz k6t6dd polipepti-
deket vagy oligonukleotidokat azonositjuk.
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8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy receptorként antitestet alkalmazunk.

9. A 7 vagy 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a receptor radioaktiv, fluoreszcens vagy
mas markert tartalmaz, és az azonositashoz detektaljuk
a marker helyét a hordozén.

10. A 7. vagy 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jel-
lemezve, hogy az azonositishoz a polipeptid(ek)hez
vagy oligonukleotid(ok)hoz receptort egy masodik re-
ceptorral érintkeztetjilkk, amely egy markert tartalmaz,
és specifikusan k6t6dik a polipeptidhez vagy oligonuk-
leotidhoz kotott receptorhoz.

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti elja-
rés, azzal jellemezve, hogy hordozoként polimerizalt
Langmuir Blodgett filmet, funkcionalizalt iiveget, Si,
Ge, GaAs, GaP, SiO,- vagy SiN,- alapi hordozét, mé-
dositott sziliciumot, (poli)tetrafluor-etilént, po-
lisztirolt, (poli)vinilidén-diftuoridot vagy ezek keveré-
két alkalmazzuk.

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a funkcids csoportokat kap-
csolomolekuldn keresztiil megkotve tartalmazé hordo-
z6t alkalmazunk.

13. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy véddcsoportként nitro-
aromas csoportot alkalmazunk.

14. A 13. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy védGcsoportként orto-nitro-benzil-csoportot al-
kalmazunk.

15. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy védécsoportként 6-nitro-
veratril-oxi-karbonil-csoportot, 2-nitro-benzil-oxi-kar-
bonil-csoportot, dimetil-dimetoxi-benzil-oxi-kar-
bonil-csoportot, 5-brém-7-nitro-indolinil-csoportot, o-
hidroxi-a-metil-cinnamoil-csoportot, 2-oxi-metilén-
antrakinon-csoportot vagy ezek kombinécidjat alkal-
mazzuk.

16. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy védGcsoportként 6-nitro-veratril-oxi-karbonil-
csoportot alkalmazunk.

17. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy védGcsoportként 2-nitro-benzil-oxi-karbonil-
csoportot alkalmazunk.

18. Az 1-17. igénypontok barmelyike szerinti elja-
rés, azzal jellemezve, hogy a besugarzast ultraibolya
fénnyel, lathaté fénnyel, infravoros fénnyel vagy ezek
kombinacidjaval végezziik.

19. Az 1-18. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a besugarzas soran az alabbi
1épéseket hajtjuk végre:

i) a hordozot egy litografias maszkkal elfedjiik, ahol
a litografids maszk egy adott hullimhosszisagh fény
vonatkozasaban Iényegében atlatszo részfeliiletekbdl és
lényegében atlatszatlan részfeliiletekbdl all; és

ii) a maszkot legalabb részben az adott hullim-
hosszisagn fényt sugarzo fényforrassal vilagitjuk meg.

20. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy azt az aldbbi elemeket tartalmazé berendezés-
sel valositjuk meg:
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(a) hordozo, melynek sugarzassal eltavolithato véds-
csoportokkal védett funkcids csoportokat tartalmazé fe-
liillete van, ahol a felillet a védGcsoportok eltavolitisa-
val aktivalhato,

(b) a feliilet meghatérozott részfeliileteinek besugar-
zasara alkalmas eszkoz,

(c) a feliilet besugdarzasara alkalmas sugarforras.

21. A 20. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemez-
ve, hogy a berendezés legalabb 100 polipeptid- vagy oli-
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gonukleotidhelyet tartalmazoé feliilettel rendelkezd hor-
doz6t tartalmaz.

22. A 21. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a polipeptid- vagy oligonukleotidhelyek mére-
te legfeljebb 0,1 cm?2.

23. A 20-22. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy a berendezés 11. igénypont
szerinti hordozét tartalmaz.



HU 223 462 B1
Int. C17: CO7K 1/04

23



HU 223 462 B1
Int. CL.7: CO7K 1/04

1172
hv ,
i | ’ 2 { { ‘ l b
~0a 0b
11111 "y
b~ T
42
1. dbra
2. abra

+2

4. abra

24



HU 223 462 B1
Int. C17: CO7K 1/04

|
ita tba 'ZF:A_I leb

5. abra

lia\FE:‘ (Bt Wb~7] E':Lbb

+
12
6. abra
1A All®
tad Al [BFba 2oL A1 51w
"
9]
7. abra
%
O
Mg g
1)
o
10y ¥ AAwa ~10

25



HU 223 462 B1
Int. C17: CO7K 1/04

/' / . . r ll!-i
' - -
a4
i |
Lo
L 28
1o 6 L, W
o ;
— E
8b. abra
0
Ntboe g 08 84S ks
iboc  TEA ‘*'Wﬂ'““ / Ho
g T AN Tboe
-tboc ﬁ H
/
; 0c
TFA L-NVOC ; /\/\hxﬂ\/\/\/ﬁ"-'w hy
H
/ N-L-NvOC
/" H
/M N"L' NVOC
; H
; LFa-NVOC
E-NVOC ﬂ LF-NVOC hy  G-WNOC ﬂ""“'—’l.l"‘bﬁ'N\OQ
7 LL: ':::gcc x2 Lt
aw—‘ LF - NVOC ;V"""Lfbb' NVOC
/

13A. 4bra

26




HU 223 462 B1
Int. CL7: CO7K 1/04

L4

\ 20

U T
) (I
09 I
207 210

27



{iladl

HU 223 462 B1
Int. CL7: CO7K 1/04

2 24 % &8
R 1A
87 W /W w w R
10A. abra 10B. abra
22 {24 W 2% ,28
AJAJALA B
10C. abra 10D. abra
w23 3
AJA|ALA A
BiB|B]|B
. R ¥
10E. abra 10F. 4bra
Pt
MiM|ATA “ B
BA|BA| B | B
10G. dbra -~ 10H. abra
¥\ v B
AA[AA | AB | AB A
BA [BA | BB | BB
101. abra # 10J. abra
2 W (B
AAA| AA |ABA | AB L AAA | AAB |ABA |ABB
BAA| BA |BBA | BB BAA | BAB | BBA | 888
, TR )
10K. abra 10L. 4bra 10M. 4bra

28




HU 223 462 B1
Int. C17: CO7K 1/04

5.8 uEYUNGY 1000 FLUDRESZCEIN

FOTONSZAM/
/50 msec 2§ -

26+
l-

~400K

fotonszém

) 59 1003 1503
I00 (50 msec/PT)

~2x0®  KkromoroR/AL

11A. abra

29



HU 223 462 B1
Int. CL7: CO7K 1/04

5.51* g&lﬂ 0000 fiuoreszcein

Fotonszam/ o
/50 msec
(10%)
vh
m.
1

101 (I‘)OK fotonszém

) 503 00 1503

100 (50 msec/PT)

~8x0® kromordr /A®

11B. abra

30



HU 223 462 B1
Int. C1.7: CO7K 1/04

0

FOTONSZAM
12

1B

14

L N N N .

2 6 0 K B
o
12A. ébra 06 (50 MEC/PT)

4
FOTONSZAM 0

1}
16

AR

o6 0B
12B. 4bra 106 (30 MEC/PT) &l0

— —

31



HU 223 462 B1
Int. CL7: CO7K 1/04

NNOC GGFL J

{h

=

NOCGGFL 7 \HZNAbFL
IN\IOC‘(. hv

“pNOAFL

6
l

/—<—< Hy NYGGFL A-E
Fi

13B. abra

32



Int. C1.7: CO7K 1/04

HU 223 462 B1

P A 5 G
LPGFL | LAGFL | L96FL | LAaFL
FPAFL | FAGFL | F9GFL | FOGFL
WPAFL | WAGFL | WSLFL | WaGFL
YPoFL | YAGFL | Ys6FL | YabFL

14A. abra

P Q ) 6
YouFL | Yo&FL | YsGFL | YatL
fplfl | falfL | folaFL | fGGFL
WPGFL | walFL | wslFL | waGFL
ypGFL | yaGFL | ysaFL | yaGFL

14B. abra

33




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

